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Ikan mas merupakan ikan konsumsi populer di Indonesia karena memiliki 
sifat mudah untuk dibudidayakan, pertumbuhan yang cukup cepat dan memiliki 
harga relatif terjangkau untuk masyarakat umum. Permintaan pasar yang tinggi 
mengakibatkan ikan mas dibudidayakan secara intensif. Sistem budidaya yang 
bersifat intensif memiliki dampak negatif bagi kesehatan ikan yaitu timbulnya 
penyakit. Budidaya ikan yang semakin intensif memiliki relevansi dengan semakin 
tingginya prevalensi infeksi terhadap serangan penyakit bakteri. Tingginya padat 
tebar, pakan, dan rusaknya kualitas air menyebabkan ikan sangat rentan terserang 
penyakit baik patogen maupun non-patogen. Salah satu penyakit yang menyerang 
ikan mas yaitu bakteri Aeromonas salmonicida. Patogenitas bakteri A. salmonicida 
sangat berbahaya untuk ikan. Pada penyakit yang disebabkan oleh bakteri ini, ikan 
yang terserang akan mengalami pendarahan pada bagian tubuh seperti dada, 
perut dan pangkal sirip, dapat menular dan menyebabkan kematian pada ikan 
budidaya lainnya.  
Berdasarkan uraian di atas, maka diperlukan suatu tindakan untuk 
menangani permasalahan penyakit akibat bakteri A. salmonicida. Penanganan 
secara efektif, optimal dan ramah lingkungan sangat diperlukan dalam kasus ini 
agar tidak menyebabkan resistensi bakteri. Penggunaan bahan alami seperti 
ekstrak rumput laut mampu digunakan sebagai antibakteri. Ekstrak K. alvarezii 
yang dilarutkan dengan etanol, metanol dan aseton menghasilkan senyawa fenolik 
yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Senyawa yang tergolong fenolik 
memiliki kemampuan sebagai antibakteri dengan cara menghambat pertumbuhan 
dan metabolisme bakteri.  
Penggunaan K. alvarezii diharapkan menjadi salah satu alternatif untuk 
pengobatan pada kegiatan budidaya perikanan. Penelitian ini bertujuan untuk 
menganalisis pengaruh pemberian senyawa aktif ekstrak K. alvarezii terhadap 
daya hambat bakteri serta menganalisis kelulushidupan dan kerusakan 
histopatologi insang yang diakibatkan oleh bakteri A. salmonicida. 
Penelitian dilaksanakan pada bulan November 2019 sampai Desember 
2019 di Laboratorium Budidaya Ikan divisi Penyakit dan Kesehatan Ikan (Fakultas 
Perikanan dan Ilmu Kelautan, Universitas Brawijaya Malang), Laboratorium 
Farmasi (Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya Malang) serta Laboratorium 
Kimia Organik (Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana 
Malik Ibrahim Malang).  
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen. 
Tahapan yang dilakukan untuk pelaksanaan penelitian meliputi ekstraksi K. 
alvarezii uji fitokimia dan fraksinasi menggunakan KLT dan kromatografi kolom, 
selanjutnya fraksi dilakukan uji cakram untuk penentuan fraksi terbaik, identifikasi 
menggunakan Uv-Vis dan FT-IR. Lalu untuk uji aktivitas antibakteri secara In Vitro 
dilakukan uji MIC, uji daya hambat dan Uji SEM. Tahapan in Vivo dilakukan uji 
tantang ekstrak dengan bakteri, kemudian diamati gejala klinis, analisis 


























































Hasil yang didapat dari penelitian ini adalah ekstrak K. alvarezii 
menggunakan pelarut etanol 96% sebagai pelarut menghasilkan rendemen 
terbanyak. Hasil uji fitokimia didapatkan senyawa fenol, tannin dan triterpenoid. 
Senyawa yang terkandung didalam fraksi ke-6 merupakan senyawa golongan 
triterpenoid dan fenol (phlorotannin) dengan eluen yang digunakan ialah Hex:EA 
(4:1). Senyawa yang terkandung didalam K. alvarezii dapat merusak dinding sel 
bakteri serta perubahan bentuk sel bakteri yang diketahui melalui uji SEM. Hasil 
uji MIC didapatkan hasil bahwa dosis 3,9 ppm mampu menghambat pertumbuhan 
bakteri yang dilanjutkan dengan pengujian daya hambat dengan dosis 14, 24, dan 
34 ppm. Zona bening yang terbentuk setara dengan penambahan dosis ekstrak, 
semakin tinggi dosis maka zona bening yang terbentuk semakin luas. Uji 
histopatologi pada insang ditemukan kerusakan hyperplasia dan fusi lamella.  
 
 








Widya Tri Elwira. Post Graduated Student of Aquaculture, Faculty of Fisheries 
and Marine Science, Brawijaya University. Thesis. “Fraction and Antibacterial 
Activity of Kappaphycus alvarezii Seaweed in Carp (Cyprinus carpio) 
Infected with Aeromonas salmonicida on Gill Histopathology. Advisors, Chief: 
Prof. Dr. Ir. Sri Andayani, MS and Member: Prof. Dr. Ir. Maftuch, M.Si) 
 
Carp is a popular consumption fish in Indonesia because it is easy to 
cultivate, the growth of Cyprinus carpio is fast and has a good price for many 
people. High demand in the market caused carp to be cultivated intensively. 
Intensive aquaculture systems have a negative impact on fish health, namely the 
emergence of disease. The more intensive fish farming has relevance to the higher 
prevalence of infection against bacterial disease. The high stocking density, feed, 
and bad quality of water make fish to have disease, both pathogenic and non-
pathogenic. One of the diseases that attack carp is Aeromonas salmonicida 
bacteria. The pathogenicity of A. salmonicida bacterial is very dangerous for fish. 
The disease caused by this bacterium, infected fish will get bleeding in parts of 
body such as chest, abdomen and fins, this disease can be contagious and cause 
death  for other fishes 
Based on the description above, it is necessary to take an action to deal 
with the problem of disease caused A. salmonicida bactera. Effective, optimal and 
environmentally friendly handling is needed in order not to cause bacterial 
resistance. The use of natural ingredients such as seaweed extract can be used 
as an antibacterial. K. alvarezii extract dissolved in ethanol, methanol and acetone 
produced phenolic compounds that can inhibit bacterial growth. Phenolic 
compounds have the ability as antibacterial by inhibiting the growth and 
metabolism of bacteria. 
The use of K. alvarezii is expected to be an alternative for treatment in 
aquaculture activities. This study aimed to analyze the effect of giving the active 
compound extract of K. alvarezii to the inhibition of A. salmonicida bacteria and to 
analyze the survival and histopathological damage of gills. 
The study was carried out from November 2019 to December 2019 at the 
Laboratory of the Disease and Health of fish division (Faculty of Fisheries and 
Marine Sciences, Brawijaya University of Malang), Pharmacy Laboratory (Faculty 
of Medicine, Brawijaya University of Malang) and Organic Chemistry Laboratory 
(Faculty of Science and Technology, State Islamic University of Malang). 
The method used in this study is the experimental method. The steps for 
carrying out the research include extraction of K. alvarezii, phytochemical test and 
fractionation using TLC and column chromatography, then disc test for the best 
fraction, identification using UV-Vis and FT-IR. Then to test the antibacterial activity 
in Vitro, it is needed to do MIC test, inhibition test and SEM test were carried out. 
In Vivo stage, a challenge test of the extract with bacteria was carried out, then 
clinical symptoms were observed, histopathological analysis, SR and water quality. 
The results of this study were that the extract of K. alvarezii using 96% 




compounds, tannins and triterpenoids. The compounds contained in the 6th 
fraction are triterpenoid and phenol (phlorotannin) compounds with the eluent used 
Hex:EA (4:1). The compounds contained in K. alvarezii can damage the bacterial 
cell wall and change the shape of the bacterial cell which is known through the 
SEM test. The results of the MIC test showed that a dose of 3.9 ppm was able to 
inhibit bacterial growth, followed by testing the inhibitory power at doses of 14, 24, 
and 34 ppm. The clear zone formed is equivalent to the addition of the extract dose, 
the higher the dose, the wider the clear zone formed. Histopathological test of the 
gills found the damage of hyperplasia and fusion of lamellae. 
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Abnormal : Suatu keadaan menyimpang dari kondisi awalnya. 
Absorbansi : Suatu polarisasi (penyinaran) cahaya yang terserap oleh bahan 
(komponen kimia) tertentu pada panjang gelombang tertentu 
sehingga memberikan warna tertentu terhadap bahan tersebut. 
Aklimatisasi : Suatu upaya penyesuaian fisiologis (adaptasi) organisme 
terhadap lingkungan baru yang akan dimasukinya. 
Akut : Suatu kondisi yang menyatakan penyakit atau gangguan sudah 
dalam keadaan serius. 
Antibakteri : Suatu zat yang dapat mengganggu pertumbuhan hingga 
mematikan bakteri dengan cara mengganggu metabolisme mikroba 
yang bersifat merugikan. 
Denaturasi : Sebuah proses di mana protein atau asam nukleat kehilangan 
struktur akibat adanya tekanan eksternal atau senyawa-senyawa 
aktif, asam kuat atau basa, garam anorganik terkonsentrasi dan 
panas 
DO : (Dissolved Oxygen) merupakan oksigen yang terlarut dalam suatu 
badan air. 
Dosis : Kadar dari sesuatu bahan obat yang dapat mempengaruhi suatu 
organisme secara biologis. 
Ekstrak : Suatu sediaan pekat yang dididapatkan melalui proses 
mengekstraksi zat aktif dari tumbuhan atau hewan dengan 
menggunakan pelarut yang sesuai. 
Eluen : Suatu zat pembawa atau pengantar baik zat cair maupun gas 
sebagai fase gerak dalam proses kromatografi. 




Fraksi : Suatu fragmen senyawa yang dipisahkan berdasarkan tingkat 
kepolarannya. 
Hemoragi : Pendarahan yang terjadi akibat pecahnya pembuluh darah akibat 
patogen tertentu. 
Infeksi : Proses invasif oleh mikroorganisme dan berproliferasi di dalam 
tubuh yang menyebabkan sakit. 
In vitro : Istilah biologi untuk menyebutkan kultur suatu sel, jaringan, atau 
organ tertentu didalam wadah terkontrol pada laboratorium. 
In vivo : Istilah biologi untuk eksperimen atau pengamatan yang tersirat 
pada jaringan seluruh organisme hidup dalam lingkungan yang 
terkontrol. 
Konsentrasi : Ukuran yang menggambarkan banyaknya zat atau bahan di dalam 
suatu campuran yang dibagi dengan volume total campuran 
tersebut. Umumnya dipakai untuk pengujian suatu bahan untuk 
menentukan dosis. 
LC50 : Suatu pengujian pada konsentrasi berapa ekstrak yang dapat 
mematikan 50 % dari organisme uji. 
LD50 : Suatu pengujian dosis bakteri yang digunakan untuk mematikan 
50% dari organisme uji. 
Lesi : Keadaan jaringan yang abnormal pada tubuh. Umumnya akibat 
trauma fisik dan akibat infeksi oleh mikroorganisme seperti bakteri. 
Maserasi : Suatu sediaan cair yang dilakukan untuk mengekstraksi bahan 
alami dengan cara merendam menggunakan suatu pelarut. 
Nekrosis : Kematian sel sebagai akibat dari adanya kerusakan sel akut atau 
trauma akibat adanya respon peradangan akibat patogen tertentu. 




Patogenitas : Kemampuan suatu mikroba untuk menyebabkan penyakit pada 
organisme inangnya. 
Ppm : Perbandingan konsentrasi zat terlarut dan pelarutnya dengan 
perbandingan konsentrasi per-satu juta. 
Pro Analysis : Suatu bahan kimia yang digunakan dalam kegiatan penelitian 
dengan memiliki kemurnian yang sangat tinggi hingga 99%. 
Septicemia : Merupakan salah satu penyakit serius akibat infeksi bakteri yang 
dapat mengancam organisme dan bereaksi sangat cepat. 
Sintesis : Suatu integrasi dari dua atau lebih elemen senyawa yang ada 
kemudian menghasilkan suatu hasil senyawa yang baru. 
SR : (Survival rate) tingkat kelulushidupan suatu organisme budidaya 




















1.1 Latar Belakang 
Ikan mas merupakan salah satu ikan yang dibudidayakan secara intensif 
di Indonesia (Khairuman, 2013). Ikan mas merupakan ikan konsumsi populer di 
Indonesia karena memiliki sifat mudah untuk dibudidayakan, pertumbuhan yang 
cukup cepat (Salikin et al,. 2014), dan harganya relatif terjangkau untuk 
masyarakat umum (Erwin, 2013). Selain itu, ikan mas memiliki kandungan protein 
cukup tinggi sehingga masyarakat menggemari ikan ini (Salikin et al., 2014). 
Karena hal tersebut, ikan mas menjadi salah satu komoditas unggulan yang 
banyak dibudidayakan di Indonesia. Ikan mas juga merupakan komoditas 
budidaya ikan air tawar terbesar dengan rata-rata produksi 72.000 ton per tahun 
(Sunarto, 2005).  
Permintaan pasar yang tinggi mengakibatkan ikan mas dibudidayakan 
secara intensif. Sistem budidaya yang bersifat intensif memiliki dampak negatif 
bagi kesehatan ikan yaitu timbulnya penyakit. Berdasarkan data statistik 
Kementerian Kelautan dan Perikanan dari tahun 2006 - 2009 pada beberapa 
wilayah di Indonesia mulai dari Sumatera, Jawa, Bali, Kalimantan, Sulawesi hingga 
Papua mengalami penurunan produksi ikan mas (Statistik KKP, 2014). Hal ini 
disebabkan munculnya wabah penyakit yang menyerang ikan mas di Indonesia 
sejak Maret 2002 (Hayuningtyas et al., 2018).  Menurut Mohammad dan Abasali 
(2010), ikan mas yang dibudidayakan secara intensif rentan terkena serangan 
penyakit salah satunya penyakit yang berasal dari bakteri.  
Budidaya ikan yang semakin intensif memiliki relevansi dengan semakin 
tingginya prevalensi infeksi terhadap serangan penyakit bakteri (Supriyadi dan 
Bastiawan, 2004). Tingginya padat tebar, pakan, dan rusaknya kualitas air 




patogen (Maftuch dan Dalimunthe, 2013). Salah satu agen penyakit bakteri yang 
menyerang ikan mas yaitu Aeromonas sp. Bakteri Aeromonas sp. terdiri dari 
berbagai jenis spesies yang dapat menyebabkan penyakit bakterial pada ikan, 
diantaranya A. hydrophila, A. salmonicida, A. caviae dan A. sobria (Austin dan 
Austin, 2007). 
Penyakit akibat bakteri pada ikan sangat memprihatinkan dalam kegiatan 
budidaya yang berdampak pada kegiatan ekonomi ditandai dengan menurunnya 
produksi budidaya. Beberapa spesies seperti Vibrio dan Aeromonas, merupakan 
bakteri yang sering di temukan di lingkungan air tawar maupun laut dan telah 
dilaporkan sebagai patogen untuk kerang dan ikan (Genovese et al., 2012). Salah 
satu penyakit berbahaya yang menyerang ikan yaitu disebabkan oleh infeksi 
bakteri Aeromonas salmonicida. A. salmonicida merupakan penyebab penyakit 
infeksi pada ikan-ikan salmonid yaitu penyakit furunculosis. Sejumlah laporan 
menunjukkan bahwa terdapat juga gejala infeksi bakteri A. salmonicida pada ikan- 
ikan cyprinid, berupa penyakit carp erytrodermatitis. Pada penyakit ini, ikan yang 
terserang akan mengalami pendarahan pada bagian tubuh seperti dada, perut dan 
pangkal sirip, dapat menular dan menyebabkan kematian pada ikan budidaya 
lainnya (Rocco dan Graham, 2001). 
Tanda-tanda klinis penyakit yang disebabkan oleh A. salmonicida ialah 
tampak seperti septicemia akut seperti pendarahan di dasar sirip dan berkembang 
menjadi lesi kulit, selain itu insang ikan terlihat pucat. Hiperemia serosa, 
pendarahan pada organ dalam dan banyaknya mukosa sering terlihat pada ikan 
yang terserang bakteri ini. Spesies bakteri lain sering terlibat dalam timbulnya ulcer 
pada kulit ikan karena infeksi sekunder seperti munculnya benjolan atau bisul 
(Gudmundsdottir, 1998).  
Upaya penanggulangan terhadap penyakit di atas sangat diperlukan dalam 




memberikan hasil yang bagus dan efektif, namun dikhawatirkan akan merusak 
lingkungan dan membuat jenis bakteri baru yang resisten akan obat (Sumino et 
al., 2013). Maka dari itu, perlu adanya substitusi penanganan bahan kimia yang 
lebih efektif, optimal dan ramah lingkungan yang tidak menyebabkan resistensi 
terhadap bakteri tersebut dengan menggunakan bahan alami (Haditomo et al., 
2014), salah satunya menggunakan ekstrak dari rumput laut. Rumput laut 
dianggap sebagai sumber senyawa bioaktif karena mampu menghasilkan 
berbagai macam metabolit sekunder. Senyawa dengan aktivitas sitostatik, 
antivirus, antelmintik, antijamur, dan antibakteri telah terdeteksi dalam ganggang 
hijau, coklat dan merah (Bansemir et al., 2006). 
Pemanfaatan rumput laut selama ini masih terbatas pada produk 
karagenan dan agar. Potensi rumput laut di bidang pengendalian penyakit masih 
belum banyak di eskplorasi dan di eksploitasi. Berdasarkan penelitian Prabha et 
al. (2013), ekstrak K. alvarezii yang dilarutkan dengan etanol, metanol dan aseton 
menghasilkan senyawa fenolik yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri. 
Pelczar dan Chan (1988), menyatakan bahwa persenyawaan fenolik sebagai 
antibakteri menghambat pertumbuhan dan metabolisme bakteri dengan cara 
merusak membran sitoplasma dan mendenaturasi protein sel. Hal ini dibuktikan 
dengan adanya zona hambat pada ekstrak rumput laut terhadap bakteri A. 
salmonicida mengindikasikan bahwa dalam ekstrak tersebut terdapat senyawa 
bioaktif yang mampu menghambat pertumbuhan mikroba.  
Oleh karena itu pada penelitian ini akan membahas tentang pengaruh 
pemberian ekstrak rumput laut K. alvarezii yang mampu menghambat 
pertumbuhan bakteri, salah satunya adalah bakteri A. salmonicida yang dianalisis 




1.2 Rumusan Masalah 
Masalah yang dihadapi para pembudidaya ikan mas pada saat ini adalah 
kematian ikan yang diakibatkan oleh infeksi bakteri A. salmonicida. Serangan 
bakteri ini mengakibatkan menurunnya kesehatan dan pertumbuhan ikan, bahkan 
sampai menyebabkan kematian ikan. Hal ini secara tidak langsung dapat memicu 
menurunnya kualitas produk budidaya.  
Menurut Genovese et al., (2012) serangan penyakit jenis Aeromonas 
khususnya Aeromonas salmonicida memiliki patogenitas yang tinggi. Hingga saat 
ini untuk mengobati penyakit yang diakibatkan oleh bakteri tersebut, para 
pembudidaya menggunakan antibiotic yang berasal dari zat kimia. Penggunaan 
antibiotik dalam jangka yang panjang menimbulkan beberapa dampat negatif, 
diantaranya adalah bakteri akan resisten terhadap antibiotik jenis tersebut dan 
dapat mencemari lingkungan sekitar.  
Insang merupakan salah satu organ yang memiliki peranan penting dalam 
proses respirasi atau pertukaran gas hampir pada semua jenis ikan. Analisa 
histopatologi insang dapat digunakan sebagai marker biologi untuk mengetahui 
kondisi kesehatan ikan tersebut. Perubahan yang terjadi di lingkungan baik secara 
langsung maupun tidak langsung akan berdampak pada struktur dan fungsi insang 
(Saputra et al., 2013). Perubahan yang terlihat melalui histologi jaringan dapat 
dijadikan indikator adanya beberapa pengaruh, salah satunya ialah faktor stress 
lingkungan akibat adanya benda asing yang masuk kedalam tubuh (Connel dan 
Miller, 1995).     
Pada usaha budidaya ikan mas (C. carpio) perlu adanya upaya alternatif 
penanganan infeksi yang diakibatkan oleh A. salmonicida dengan menggunakan 
bahan alami. Bahan alami yang dapat digunakan untuk mengobati penyakit 
tersebut salah satunya ialah ekstrak rumput laut K. alvarezii. Sehingga perlu 




a. Bagaimana pengaruh senyawa aktif dari ekstrak K. alvarezii terhadap daya 
hambat bakteri A. salmonicida ?  
b. Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak K. alvarezii terhadap ikan mas (C. 
carpio) yang terinfeksi bakteri A. salmonicida terhadap kelulushidupan dan 
histopatologi insang ? 
 
1.3 Tujuan  
Penelitian tesis ini memiliki tujuan sebagai berikut:  
a. Menganalisis pengaruh senyawa aktif dari ekstrak K. alvarezii terhadap daya 
hambat bakteri A. salmonicida. 
b. Menganalisis pengaruh pemberian ekstrak K. alvarezii terhadap ikan mas (C. 




Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat: 
a. Bagi mahasiswa adalah sarana dalam berkontribusi serta memberikan peran 
aktif dalam membantu masyarakat dalam kegiatan budidaya. 
b. Bagi pembudidaya ikan mas adalah mampu memberikan alternatif lain yang 
lebih murah dan tidak menyebabkan efek negatif terhadap lingkungan dan 




2. TINJAUAN PUSTAKA 
2.1 Biologi Ikan Mas (Cyprinus carpio) 
2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi 
Menurut Khairuman (2013), kedudukan taksonomi ikan mas (Cyprinus 
carpio) adalah sebagai berikut: 
Kingdom : Animalia 
Phyllum : Chordata 
Subphyllum : Vertebrata 
Superclass : Pisces 
Class  : Osteichthyes 
Subclass : Actinopterygii 
Ordo  : Cypriniformes  
Subordo : Cyprinoidea 
Famili  : Cyprinidae 
Subfamily : Cyprininae  
Genus  : Cyprinus  
Spesies : Cyprinus carpio L. 
Berbeda dengan ikan mas liar yang memiliki tubuh memanjang dan 
berbentuk torpedo dengan sisik menutupi seluruh tubuh, ikan mas yang dipelihara 
atau dibudidaya memiliki tubuh lebar, mulut lebar dan usus lebih panjang (Vilizzi, 
2012). Warna, bentuk, dan kebiasaan ikan mas berbeda menurut wilayah dan 
lingkungan hidupnya. Proses pemijahan C. carpio terjadi di antara tanaman air 
dengan kedalaman air dangkal (Park et al., 2017). 
Ikan mas memiliki bentuk mulut menonjol. Selain itu, ikan mas memiliki 
barbel terdiri dari dua pasang yang terlatak di ujung mulut. Rongga mulut ikan mas 




melekat pada rongga mulut bagian bawah. Ikan ini memiliki lima pasang lengkung 
insang dan memiliki gelembung renang. Gelembung renang ikan mas terletak 
pada bagian ventral dekat dengan tulang belakang dan ginjal (Farag et al., 2014). 
Morfologi ikan mas dapat dilihat pada Gambar 1 dibawah ini.  
 
Gambar 1. Morfologi Ikan Mas (Chirwa et al., 2017) 
2.1.2 Habitat dan Penyebaran  
Ikan mas yang memiliki nama latin Cyprinus carpio merupakan salah satu 
spesies ikan yang paling banyak ditemukan di dunia. Ikan ini ditemukan hampir di 
semua benua kecuali Antartika, baik pada perairan alami maupun sebagai spesies 
yang dibudidayakan (Kloskowski, 2011). Ikan mas umumnya hidup di kolom air 
ataupun di hilir sungai. Suhu optimal untuk pertumbuhan ikan mas berkisar antara 
23-30 °C, sedangkan pH optimal untuk pertumbuhan ikan ini berkisar antara 6,5-
9. Meskipun ikan mas tergolong ikan air tawar, ikan ini mampu mentolerir salinitas 
sekitar 5 ‰ pada lingkungan hidupnya. Ikan mas mampu bertahan hidup dengan 
konsentrasi oksigen yang rendah (0,3-0,5 mg/L) (Flajshans dan Hulata, 2011). 
Ikan mas dikenal sebagai contoh ikan stenohalin, meskipun ikan ini mampu 
mentelorerir salinitas (Mubarik et al., 2015).  Ikan mas lebih suka air yang subur, 
relatif dangkal, hangat, memiliki arus pelan, dan bervegetasi dengan substrat 
lumpur (Edwards dan Twomey, 1982).  
2.1.3 Penyakit pada Ikan Mas (Cyprinus carpio) 
Furunculosis merupakan penyakit menular pada ikan mas yang menyerang 




Penyakit ini dapat menyebabkan kematian pada ikan, gejala klinis penyakit ini 
antara lain dapat berupa pergerakan ikan dipermukaan air dan hilangnya nafsu 
makan. Tanda-tanda patologis dan mikroskopis akibat serangan penyakit ini 
adalah lambung dipenuhi lendir, darah dan sel epitel yang mengelupas dan 
terdapat fusi pada lamella insang (Sen dan Mandal, 2018). Salah satu pemicu 
terjadinya penyakit furunculosis pada ikan mas ialah terjadinya kenaikan suhu 
yang ekstrim dikombinasikan dengan perubahan fisiologi ikan seperti proses 
pemijahan (Muktar et al., 2016). 
  A. salmonicida adalah bakteri gram negatif yang mengakibatkan penyakit 
infeksi yang menyerang berbagai jenis ikan salah satunya ikan mas (Connors et 
al., 2019). A. salmonicida merupakan salah satu bakteri yang menyerang ikan jenis 
cyprinid, bakteri ini menyebabkan penyakit “new ulcer disease” (Somamoto et al., 
2018). Spesies ini dapat menyebabkan kematian pada seluruh tingkatan baik 
ketika benih maupun induk dengan gejala hemoragi septicemia dalam waktu dua 
atau tiga hari (Liu et al., 2019). 
 
2.2 Biologi Kappaphycus alvarezii  
2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi 
E. cottonii merupakan salah satu jenis rumput laut merah (Rhodophyceae). 
Menurut Neish (2003), E. cottonii memiliki nama lain Kappaphycus alvarezii karena 
karaginan yang dihasilkan termasuk fraksi kappa-karaginan. Menurut Santhanam 
(2014), rumput laut ini memiliki klasifikasi sebagai berikut : 
Kingdom : Plantae 
Phylum : Rhodophyta 
Class  : Rhodophyceae 
Order  : Gigartinales 




Genus  : Eucheuma 
Spesies : Kappaphycus alvarezii 
Ciri umum fisik K. alvarezii adalah mempunyai talus silindris, permukaan 
licin dan cartilagenous (menyerupai tulang rawan/muda). Keadaan warna tidak 
selalu tetap, berwarna hijau, hijau kuning, abu-abu atau merah. Perubahan warna 
sering terjadi hanya karena faktor lingkungan. Kejadian ini merupakan suatu 
proses adaptasi kromatik yaitu penyesuaian antara proporsi pigmen dengan 
berbagai kualitas pencahayaan (Aslan, 1998). Rumput laut ini terdiri dari beberapa 
cabang yang tidak beraturan, saling menempel satu sama lain. Semua cabang 
memiliki permukaan berkutil kasar karena banyak duri pendek atau tumpul 
(Santhanam, 2014). 
K. alvarezii memiliki thallus, thallus ini berbeda sesuai dengan lingkungan 
tempat rumput laut itu berada (Cokrowati et al., 2019). K. alvarezii memiliki 
beberapa warna diantaranya merah, coklat, dan hijau, perbedaan warna tersebut 
dikarenakan perbedaan kedalaman tempat rumput laut tersebut dibudidayakan 
(Indriatmoko et al., 2015). Alga ini dapat tumbuh hingga dua meter. K. alvarezii 
adalah alga laut yang keras, berdaging, dan dapat tumbuh mencapai 6 kaki 
panjangnya. Memiliki thalus berdiameter sekitar ½ inci. Rumput laut dengan 
spesies K. alvarezii memiliki banyak cabang (Deepa et al., 2018). Penampakan 
rumput laut E. cottoni dapat dilihat pada Gambar 2 dibawah ini.  
 





Spesies ini pertama kali diperkenalkan di Indonesia pada tahun 1985 dan 
menjadi populer sebagai salah satu produk budidaya laut yang potensial. K. 
alvarezii ditanam di sebagian besar wilayah timur Indonesia. Spesies ini biasa 
ditanam di air laut yang dangkal dan jernih, meskipun ada beberapa laporan 
mengenai budidaya di air laut dalam (Indriatmoko et al., 2015). 
Alga merah jenis K. alvarezii ditemukan berlimpah di sekitar terumbu 
karang daerah Filipina, Indonesia dan pulau-pulau pantai Afrika Timur (Jumaidin 
et al., 2017). K. alvarezii hidup pada kedalaman 0,5 meter sampai 1,5 meter 
dengan kondisi air bergerak secara kontinyu (Cokrowati et al., 2019). Rumput laut 
jenis ini hidup pada air dengan pH 8,2 (Tee et al., 2015).   
2.2.3 Kandungan Senyawa Aktif 
Rumput laut pada umumnya menghasilkan senyawa hidrokoloid sebagai 
produk metabolisme (metabolit) primer. Metabolit primer ini banyak diolah menjadi 
agar, karaginan, alginate dan lain-lain (Ridhowati dan Asnani, 2016). Pemanfaatan 
rumput laut selama ini masih terbatas pada produk karagenan dan agar. Potensi 
rumput laut di bidang pengendalian penyakit masih belum banyak dieskplorasi dan 
dieksploitasi. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa rumput laut mempunyai 
prospek yang masih terbuka bagi pengembangannya dalam bidang pengendalian 
penyakit, salah satunya rumput laut jenis Kappaphycus alvarezii (Ridlo dan 
Pramesti, 2009).   
Menurut Maharany, et al. (2017) rumput laut K. alvarezii mengandung 
komponen aktif antara lain flavonoid, fenol hidrokuinon dan triterpenoid. Hal ini 
didukung oleh pernyataan Nagarani dan Kumaraguru (2012) yang menyatakan 
bahwa, K. alvarezii setelah dilakukan analisis fitokimia mengandung alkaloid, 
flavonoid, steroid, dan tanin. Berdasarkan penelitian Prabha et al. (2013), bahwa 




menghasilkan senyawa fenolik yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Hal 
ini dipertegas oleh Pelczar dan Chan (1988), menyatakan bahwa persenyawaan 
fenolik sebagai antibakteri menghambat pertumbuhan dan  metabolisme bakteri 
dengan cara merusak membran sitolasma dan mendenaturasi protein sel. Menurut 
Wiyanto (2010), menyatakan bahwa ekstrak K. alvarezii dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri Aeromonas sp. Hal ini dibuktikan dengan adanya zona 
hambat pada ekstrak rumput laut terhadap bakteri Aeromonas,   mengindikasikan 
bahwa dalam ekstrak tersebut terdapat senyawa bioaktif yang mampu 
menghambat pertumbuhan mikroba.   
 
2.3  Bakteri Aeromonas salmonicida 
2.3.1 Klasifikasi dan Morfologi 
Bakteri Aeromonas salmonicida menurut Garrity et al. (2005), 
diklasifikasikan sebagai berikut: 
Domain : Bacteria 
Phylum : Proteobacteria 
Class  : Alphaproteobacteria 
Order  : Aeromonadales 
Family  : Aeromonadaceae 
Genus  : Aeromonas 
Species : Aeromonas salmonicida 
 




A. salmonicida subspesies salmonicida (Gambar 3) merupakan bakteri 
gram negatif yang memicu penyakit menular yang menyerang berbagai macam 
ikan laut dan air tawar, terutama ikan golongan salmonid (Liu et al., 2019). A. 
salmonicida berbentuk batang pendek, termasuk ke dalam bakteri gram negatif, 
tidak menghasilkan spora dan bersifat non-motil. Bakteri ini memfermentasi 
karbohidrat sebagai sumber makanannya. Selain itu, A. salmonicida dapat 
menghasilkan pigmen melanin. A. salmonicida merupakan bakteri penyebab 
penyakit septicemia yang dapat bersifat akut atau kronis dan menyebabkan 
nekrosis dan lesi edematosa pada ikan (Udey dan Fryer, 1978). 
Ukuran koloni A. salmonicida berkisar antara 1-2 nm (Vineela et al., 2018). 
A. salmonicida merupakan penyebab furunculosis, bakteri ini termasuk salah satu 
bakteri patogen ikan tertua.  A. salmonicida adalah patogen intraseluler bersifat 
psikrotrofik yang menginfeksi ikan laut dan air tawar. Selain spesies salmon, 
bakteri ini menyerang lumpfish (Cyclopterus lumpus), turbot (Scophthalmus 
maximus), Atlantik cod (Gadus morhua), lamprey (Petromyzon marinus), ikan mas 
(Cyprinus carpio), dan belut (Anguilla anguilla) (Connors et al., 2019). 
2.3.2 Pertumbuhan Bakteri A. salmonicida 
A. salmonicida merupakan bakteri anaerob fakultatif, bakteri ini tumbuh 
secara optimal pada suhu 22-25 °C. Bakteri ini mampu memfermentasi dan 
mengoksidasi glukosa (Vineela et al., 2018). Bakteri A. salmonicida akan 
mengalami pertumbuhan lambat apabila suhunya mencapai 37°C. Media tumbuh 
bakteri ini ialah media yang mengandung tryptone. Sebagian besar bakteri A. 
salmonicida dapat memproduksi pigmen coklat dalam kondisi aerob, sedangkan 
produksi pigmen tidak terlihat dalam kondisi anaerob. Selain itu, produksi pigmen 
dapat berkurang dengan adanya D-glukosa. Penambahan 0,1% w/v glokusa dapat 
menghambat produksi pigmen. Perbedaan kecepatan dalam reaksi biokimia strain 




direkomendasikan untuk bakteri ini ialah suhu 22 °C (Koppang et al., 2000). Fase 
pertumbuhan bakteri dapat dilihat pada Gambar 4 di bawah ini. 
 
Gambar 4. Kurva Pertumbuhan Bakteri (Strelkauskas et al., 2015) 
2.3.3 Patologi Bakteri A. salmonicida 
A. salmonicida, pertama kali diisolasi oleh Emmerich dan Weibel pada 
tahun 1894 di Jerman. Gejala yang ditimbulkan akibat bakteri ini dapat berupa 
exophthalmia, hemoragi pada kulit, borok dan nekrosis pada otot dan organ 
internal yang berbeda. Organ internal yang biasa terserang ialah organ limpa dan 
ginjal (Liu et al., 2019). Infeksi A. salmonicida menyebabkan proses 
pembengkakan dan haemoragik di antara jaringan epidermis dan dermis. Zona 
pembengkakan berwarna merah yang secara bertahap dapat meluas. Kerusakan 
jaringan terjadi dengan adanya pembentukan pusat ulcer pada permukaan tubuh, 
lebih sering menyerang pada sisi lambung (Priyatna et al., 2011).  
Tanda-tanda klinis dari penyakit yang disebabkan oleh A. salmonicida ialah 
tampak seperti septicemia akut seperti pendarahan di dasar sirip dan berkembang 
menjadi lesi kulit, selain itu insang ikan terlihat pucat. Hiperemia serosa, 
pendarahan pada organ dalam dan banyaknya mukosa sering terlihat pada organ 
dalam ikan yang terserang bakteri ini. Spesies bakteri lain sering terlibat dalam 
timbulnya ulcer pada kulit ikan karena infeksi sekunder seperti munculnya benjolan 




mas dapat dilihat pada Gambar 5. Sedangkan kerusakan insang yang diakibatkan 
oleh infeksi bakteri ini dapat dilihat pada Gambar 6. 
 
Gambar 5. Gejala Klinis Infeksi A. salmonicida pada Ikan Mas. A: kelompok 
kontrol; B, C, D: kelompok infeksi (Ling et al., 2019). 
 
 
Gambar 6. Kerusakan Insang. (A) insang keputihan; (B) nekrosis insang dan (C) 




2.4 Sifat Antibakteri dan Mekanismenya 
Antibakteri adalah suatu senyawa yang digunakan untuk mengambat atau 
menekan bakteri dalam melakukan proses biokimia di dalam inang. Antibakteri 
biasanya terdapat dalam suatu organisme sebagai metabolit sekuder (Septiani et 
al., 2017). Antibakteri dapat diklasifikasikan berdasarkan jenis tindakannya yaitu 
bakteriostatik dan bakterisida. Antibakteri yang berperan sebagai bakterisidal 
berfungsi menghancurkan bakteri dengan menargetkan dinding sel atau membran 
sel bakteri, sehingga bakteri dapat terbunuh. Sedangkan antibakteri yang berperan 
untuk memperlambat atau menghambat pertumbuhan bakteri disebut sebagai 
bakteriostatik. Antibakteri dapat berasal dari bahan alami, semi-sintetis ataupun 
dari bahan sintetis (Ullah dan Ali, 2017).  
Mekanisme kerja antibakteri secara umum dengan cara merusak dinding 
sel, mengubah permeabilitas membran, mengganggu sintesis protein, dan 
menghambat kerja enzim (Pelczar dan Chan, 1988). Sebagai komponen pertama 
pertahanan sel bakteri, dinding sel yang mengalami kerusakan mengakibatkan 
senyawa metabolit sekunder dapat masuk lebih dalam dan mengganggu organel 
lain. Beberapa dari senyawa metabolit sekunder dapat menguraikan fosfolipid 
menjadi gliserol, asam karboksilat, dan asam fosfat sehingga membran tidak dapat 
mempertahankan bentuk, akibatnya membran bocor, zat-zat dapat keluar masuk 
sel tanpa kendali sehingga metabolisme terganggu dan bakteri lisis (Dewi et al., 





Gambar 7. Mekanisme Kerja Antibakteri (Rajendiran et al., 2019) 
2.5 Ekstraksi dan Pelarut 
Menurut Harborne (1973), cara ekstraksi yang tepat secara alami 
tergantung pada tekstur dan kadar air dari bahan tanaman yang diekstraksi dan 
pada jenis zat yang sedang diisolasi. Metode ekstraksi umumnya melibatkan 
beberapa jenis pelarut dengan tingkat kepolaran yang berbeda. Ekstraksi berturut-
turut dengan pelarut dari non polar (heksana) ke pelarut yang lebih polar (metanol) 
digunakan untuk memastikan bahwa berbagai polaritas luas senyawa dapat 
diekstraksi (Banu dan Cathrine, 2015). Suatu pelarut dengan polaritas yang mirip 
dengan zat terlarut maka akan mempermudah dan mempercepat dalam proses 
melarutkan zat yang terkandung dalam suatu tanaman. Beberapa pelarut dapat 
digunakan secara berurutan untuk membatasi jumlah senyawa yang diinginkan. 
Polaritas pelarut dari yang tidak polar ke yang paling polar, dari beberapa pelarut 
yang umum digunakan: Hexan <Kloroform <Etil asetat <Aseton <Metanol <Air 




Tidak hanya ekstraksi melalui proses maserasi dan ekstraksi bertingkat, 
metode ekstraksi saat ini terdiri dari beragai macam antara lain ekstraksi 
menggunakan ultrasonik, ekstraksi microwave, ekstraksi fluida serta ekstraksi 
solven aselerasi. Faktor yang menunjang dalam proses ekstraksi adalah 
penentuan jenis pelarut yang akan digunakan. Senyawa yang bersifat polar akan 
larut dalam pelarut polar dan sebaliknya senyawa yang berisifat non polar akan 
larut dalam pelarut non polar (Sayuti, 2017). 
Ekstraksi pelarut organik adalah salah satu proses untuk memisahkan zat 
yang diinginkan dari bahan tanaman. Tanaman segar dan tanaman kering 
digunakan untuk proses ini. Tanaman tersebut pertama kali digiling kemudian 
dicampur secara menyeluruh dengan pelarut seperti heksan, benzena, atau 
toluena di dalam tangki. Pelarut yang akan digunakan bergantung pada beberapa 
faktor termasuk karakteristik konstituen yang diekstraksi, biaya, dan masalah 
lingkungan. Jika produk akhir mengandung sejumlah sisa pelarut residu, pelarut 
tidak beracun harus digunakan. Ada sejumlah teknik untuk ekstraksi pelarut, yang 
meliputi maserasi, perkolasi dan ekstraksi arus berlawanan (Raaman, 2006). 
Pemilihan pelarut dalam proses ekstraksi harus didasarkan pada 
kemampuan pelarut untuk melarutkan ekstrak (Guenther, 1987). Tinggi rendahnya 
kemampuan pelarut dalam melarutkan suatu ekstrak berhubungan dengan tingkat 
kepolaran pelarut dan senyawa yang diekstraksi (Vogel, 1987). Pelarut yang dipilih 
memiliki peranan terhadap kuantitas dan kualitas ekstraksi, jumlah pelarut yang 
berlebihan tidak akan mengekstrak lebih banyak, tetapi jika dalam jumlah tertentu 
pelarut akan bekerja secara optimal (Susanto, 1999). Adapun beberapa jenis 




Tabel 1. Jenis-jenis Pelarut yang Biasa Digunakan dalam Proses Ekstraksi 
Jenis Pelarut Titik Didih (°C) Titik Beku (°C) 
Aseton 56,5 -94,6 
Metanol 64,7 -97,0 
Heksan 69,0 -94,0 
Etanol 78,4 -112,0 
Isopropil alkohol 82,3 -112,0 
Etilen diklorida 83,5 -80,5 
Sumber: Perry et al., (1997). 
 
2.6 Identifikasi Senyawa 
2.6.1 Uji Fitokimia 
Pengujian fitokimia bertujuan untuk menentukan ciri bahan aktif memiliki 
efek racun atau memiliki efek menguntungkan, yang ditunjukan melalui skrining 
ekstrak bahan alami secara biologis maupun bioessays. Pengujian ini sangat 
penting dikarenakan sangat membantu untuk mengatasi segala macam penyakit 
secara alamiah (Sinha et al., 2010). Pengujian fitokimia dilakukan untuk 
mengidentifikasi bahan bioaktif yang masih belum diketahui dengan melakukan 
suatu pemeriksaan dengan memisahkan antara bahan yang mengandung 
kandungan fitokimia dengan yang tidak memiliki kandungan fitokimia, sehingga 
memberikan informasi jenis senyawa yang terkandung dalam tanaman (Raaman, 
2006). 
Produk alami seperti tumbuhan menghasilkan metabolit sekunder. 
Metabolit sekunder adalah produk akhir dari metabolit primer seperti karbohidrat, 
asam amino, dan klorofil dan lain sebagainya. Metabolit primer mensintesis 
berbagai macam bahan kimia yang dikenal sebagai metabolit sekunder yang 
meliputi alkaloid, steroid, flavonoid, terpenoid, glikosida, saponi, tanin, senyawa 




untuk menentukan metaboit sekunder yang dihasilkan tanaman tersebut (Bargah, 
2015).  
2.6.2 Kromatografi Lapis Tipis 
Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah teknik kromatografi yang digunakan 
untuk memisahkan campuran tidak volatil. Metode ini sering digunakan karena 
mudah dan sederhana. Kromatografi ditemukan oleh M. Tswett pada tahun 1906 
(Bele dan Khale, 2011). Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah salah satu alat yang 
berguna untuk menguji kemurnian senyawa organik dalam fitokimia dan 
bioteknologi. Seperti semua metode kromatografi, KLT menggunakan fase gerak 
dan stasioner untuk mencapai pemisahan campuran kompleks molekul organik.  
Pelat KLT adalah selembar kaca, logam, atau plastik yang dilapisi dengan lapisan 
tipis adsorben padat (biasanya silika atau alumina), hal inilah yang membedakan 
antara kromatografi kertas dan KLT (Kumar et al., 2013).   
Pemisahan dengan KLT dilakukan beberapa kali menggunakan beberapa 
eluen dengan tingkat kepolaran yang berbeda untuk mendapatkan pelarut yang 
mampu memberikan pemisahan yang baik serta noda zat warna yang bagus. 
Bercak pada plat KLT dimonitor di bawah lampu UV 254 nm dan UV 365 nm. 
Peredaman di bawah sinar UV 254 menunjukkan bahwa senyawa tersebut 
memiliki minimal dua ikatan rangkap terkonjugasi. Fluoresensi di bawah sinar UV 
365 nm menunjukkan bahwa senyawa tersebut memiliki ikatan rangkap 
terkonjugasi yang lebih panjang atau disebut dengan kromofor dan memiliki gugus 
auksokrom pada strukturnya (Alen et al., 2017). 
Analisis dengan menggunakan KLT merupakan pemisahan komponen 
kimia berdasarkan prinsip adsorbsi dan partisi yang ditentukan oleh fase diam 
(adsorben) dan fase gerak (eluen). Komponen kimia bergerak naik mengikuti fase 
gerak karena daya serap adsorben terhadap komponen-komponen kimia tidak 




berdasarkan tingkat kepolarannya (Stahl, 2013). Hal inilah yang menyebabkan 
terjadinya pemisahan komponen-komponen kimia di dalam ekstrak. Proses 
pemisahan pada kromatografi lapis tipis dapat dilihat pada Gambar 8. 
 
Gambar 8. Proses Pemisahan pada Kromatografi Lapis Tipis (Leba, 2017). 
2.6.3 Kromatografi Kolom 
Prinsip kerja kromatografi cair mirip dengan kromatografi gas yang 
membedakan antara keduanya yaitu fase gerak yang digunakan. Fasa diam yang 
biasanya digunakan ialah padatan inert seperti silika gel, alumina, atau selulosa 
yang dimasukkan ke dalam kolom (Madane et al., 2017). Dalam kromatografi 
kolom, salah satu ujung kolom berisi cakram bertautan atau berlubang, yang 
disebut frit (Gambar 9), yang berfungsi untuk mempertahankan fase diam di dalam 
kolom sambil membiarkan cairan mengelusi. Kromatografi kolom dapat 
dibayangkan sebagai perangkat filtrasi kontinu. Cairan dielusi dari kolom secara 
kontinyu untuk pengumpulan fraksi (Chakravarti et al., 2016). 
Senyawa yang dipisahkan dengan kromatografi kolom memiliki mekanisme 
yang sama dengan jenis kromatografi lain yaitu berkaitan dengan perbedaan 
antara gaya-gaya antar molekul dalam sampel dengan fase gerak dan antara 
komponen dengan fase diam. Prinsip kerja kromatografi kolom adalah zat cair 
sebagai fase gerak akan membawa senyawa mengalir melalui fase diam sehingga 




kolom. Hasil yang didapat dalam kromatografi kolom berupa fraksi-fraksi senyawa 
atau eluat yang tertampung pada bagian bawah kolom (Rubiyanto, 2016). 
 
Gambar 9. Bagian dari Kromatografi Kolom (Chakravarti et al., 2017) 
2.6.4 Spektofotometer UV-Vis 
Spektroskopi ultraviolet adalah pengukuran redaman dari berkas cahaya 
setelah melewati sampel atau setelah refleksi dari permukaan sampel. 
Spektroskopi UV biasanya digunakan pada molekul atau kompleks anorganik 
dalam larutan. Prinsip kerja spektroskopi UV ialah mengukur absorbansi pada 
beberapa panjang gelombang dengan menerapkan hukum Beer-Lambert 
sehingga dapat menentukan konsentrasi larutan analit. Pengukuran spektroskopi 
UV berguna untuk mengkarakterisasi penyerapan, transmisi dan reflektifitas dari 
berbagai bahan penting seperti pigmen dan senyawa lain dari tanaman (Banu dan 
Cathrine, 2015). 
Spektrometer ultraviolet telah digunakan secara umum selama 35 tahun 
terakhir dan menjadi instrumen analitik yang paling sering digunakan.  Kelebihan 
dari spektrometri UV-Visible ialah kesederhanaan dalam proses kerjanya, 
fleksibel, kecepatan, ketepatan dan efektivitas biaya lebih murah dibanding 




panjang gelombang tertentu yang melewati sel dengan pelarut dan jatuh ke sel 
fotoelektrik yang mengubah energi radiasi menjadi energi listrik yang diukur 
dengan galvanometer. Spektroskopi ultraviolet visible digunakan untuk 
memperoleh spektrum absorbansi suatu senyawa dalam larutan atau sebagai 
padatan. Panjang gelombang spektrum elektromagnetik mencakup 1,5-6,2 eV 
yang berkaitan dengan berbagai panjang gelombang 800-200 nm (Shah et al., 
2015). 
2.6.5 Uji FT-IR 
Spektroskopi IR digunakan untuk menentukan kelompok fungsional yang 
ada dalam sampel. Spektroskopi serapan inframerah adalah pengukuran panjang 
gelombang dan intensitas penyerapan cahaya pertengahan oleh sampel. Cahaya 
pertengahan-infrared cukup energik untuk merangsang getaran molekuler ke 
tingkat energi yang lebih tinggi. Panjang gelombang dari banyak pita serapan IR 
adalah karakteristik dari jenis ikatan kimia tertentu, dan spektroskopi IR berfungsi 
untuk analisis kualitatif molekul organik dan organologam. Spektroskopi IR 
digunakan untuk mengkonfirmasi identitas senyawa tertentu dan sebagai alat 
untuk menentukan molekul yang baru disintesis (Banu dan Cathrine, 2015). 
Menurut Chen, et al. (2015), FTIR dapat memberikan informasi mendasar 
tentang struktur molekul komponen organik dan anorganik, dan merupakan salah 
satu teknik analisis paling serbaguna yang bersifat non-destruktif. Dalam analisis 
FTIR, penyerapan radiasi IR terjadi ketika foton ditransfer ke molekul dan dieksitasi 
menuju energi yang lebih tinggi. Keadaan tereksitasi menghasilkan getaran ikatan 
molekul yang terjadi pada berbagai bilangan gelombang (atau frekuensi) di wilayah 
IR pada spektrum cahaya. Jumlah bilangan gelombang dari masing-masing 
puncak serapan IR ditentukan oleh sifat fisikokimia intrinsik dari molekul yang 





2.7 Uji Aktivitas Antibakteri secara In Vitro 
Metode yang dapat digunakan untuk uji aktivitas senyawa antibakteri 
diantaranya adalah metode difusi dan metode dilusi. Metode yang digunakan 
untuk uji aktivitas antibakteri secara difusi yaitu menggunakan kertas cakram, 
dimana dalam teknik ini media agar yang telah diinokulasi dengan bakteri diberi 
kertas cakram yang berisi antibakteri (Katrin et al., 2015). Anti bakteri yang 
terdapat dalam kertas cakram akan berdifusi ke dalam agar dan menghambat 
proses perkecambahan dan pertumbuhan bakteri (Balouiri et al., 2016). Metode ini 
menitik beratkan pada zona bening yang terbentuk disekitar kertas cakram. 
Klasifikasi respon bakteri terhadap senyawa antibakteri dapat dilihat pada Tabel 2.  
Selain metode difusi, terdapat metode dilusi yang dapat digunakan untuk 
mengukur aktivitas antibakteri. Menurut Astutiningsih. et al. (2014), penggunaan 
metode dilusi cair sangat berguna apabila antibakteri yang didapatkan terbatas, 
kelebihan lainnya dari metode ini yaitu dapat membedakan efek bakteriostatik dan 
bakterisida dari antibakteri tersebut. Hal yang diamati dalam metode ini adalah 
efek bakteriostatik yang digambarkan sebagai nilai Konsentrasi Hambat Minimal 
(KHM) dan efek bakterisida yang digambarkan sebagai nilai Konsentrasi Bunuh 
Minimum (KBM). 
Tabel 2. Klasifikasi Respon Bakteri 
Diameter Zona Bening Respon Hambatan Pertumbuhan 
(<5 mm) Aktivitas lemah 
(5-10 mm) Sedang 
(>10-20 mm) Kuat  
(>20-30 mm) Sangat Kuat 
Sumber: Davis dan Stout (1971). 
 
2.8 Scanning Electron Microscopy (SEM) 
SEM merupakan tipe mikroskop yang dapat melakukan pembesaran objek 




untuk karakterisasi permukaan struktur biomaterial, pengukuran perlekatan sel, 
dan juga perubahan pada morfologi bakteri (Kenzaka dan Tani, 2012). Selain 
fungsi tersebut, kerusakan dinding sel bakteri akibat interaksi dengan senyawa 
antibakteri dapat dipelajari dengan SEM (Scanning Electron Microscope) 
(Apriningtyaswati et al., 2012). 
Penerapan SEM dalam bidang mikrobiologi memberikan wawasan dan 
pemahaman mendalam dalam banyak aspek seperti bentuk sel, susunan, 
komunikasi dan pembelahan sel (Khalifa, 2017). Mikroskopi TEM dan SEM 
konvensional sering dipilih untuk memvisualisasikan kerusakan ultrastruktural di 
kedua dinding sel dan membran sitoplamatik pada mikroba. SEM memberikan 
gambar beresolusi tinggi untuk memvisualisasikan tonjolan atau bleb yang terkait 
dengan destabilisasi sel bakteri (Torrent et al., 2010).  
 
2.9 Histopatologi 
2.9.1 Pengertian Histopatologi 
Menurut Thomson (1988), histopatologi merupakan suatu cara untuk 
mendiagnosis penyakit melalui pemeriksaan jaringan. Pemeriksaan histopatologi 
pada ikan dapat memberikan gambaran perubahan jaringan ikan yang terinfeksi 
penyakit (Asniatih et al., 2013). Histopatologi merupakan suatu teknik atau ilmu 
yang mempelajari perubahan abnormal dari sel atau jaringan yang digunakan 
untuk mendiagnosa penyakit. Pemeriksaan secara histopatologi merupakan 
pendukung dari suatu diagnosa dan dapat menjadi pemeriksaan diagnosa utama 
dari suatu penyakit dengan ditemukannya perubahan sel atau jaringan yang 
spesifik pada penyakit tertentu (Utami et al., 2017). 
Pengamatan histopatologi sangat bermanfaat untuk mengetahui 
perbedaan antara sel, jaringan dan organ yang terinfeksi dan tidak terinfeksi 




mikroskopik dalam bentuk preparat jaringan. Preparat ini dibuat melalui proses 
histopatologi (Mahasri et al., 2011). Analisa histopatologi dapat digunakan sebagai 
biomarker untuk mengetahui kondisi kesehatan ikan melalui perubahan struktur 
yang terjadi pada organ-organ yang menjadi sasaran utama dari penyakit infeksius 
dan pengobatan dengan antibiotik seperti insang, hati, ginjal dan sebagainya 
(Miyazaki et al., 2001). 
2.9.2 Pengujian Histopatologi Insang 
Menurut Pratiwi dan Manan (2015), pembuatan preparat histopatologi 
melalui beberapa tahapan. Sampel yang akan diamati jaringannya terlebih dahulu 
diberi larutan fiksasi bouin’s. Proses fiksasi ini bertujuan untuk pengawetan 
jaringan. Selanjutnya, pemilihan jaringan (trimming) kemudian dilanjutkan dengan 
dehidrasi jaringan. Dehidrasi jaringan bertujuan untuk mengeluarkan seluruh 
cairan yang terdapat dalam jaringan yang telah difiksasi sehingga memudahkan 
dalam proses pelapisan parafin. Sampel yang telah didehidrasi, selanjutnya 
dilakukan pembentukan blok jaringan, kemudian dilanjutkan dengan proses 
pengirisan jaringan, pewarnaan jaringan dengan 2 macam zat warna yaitu 
hematoksilin untuk memulas inti sel dan memberikan warna biru, sedangkan eosin 
untuk memulas sitoplasma dan jaringan penyambung dan memberikan warna 
merah muda.  
Salah satu kerusakan insang akibat infeksi bakteri yaitu terjadinya 
hemoragi. Smith dan Jones (1961) menyatakan bahwa hemoragi yang terjadi pada 
arcus insang adalah kondisi keluarnya darah dari dalam vaskula akibat kerusakan 
dinding vaskula. Hal ini disebabkan karena insang terinfeksi bakteri. Menurut 
Sukarni et al. (2012) selain hemoragi, kerusakan insang yang diakibatkan oleh 
bakteri yaitu terjadinya atropi, kongesti, fusi lamela, infiltrasi limfosit, dan nekrosis. 
Atropi yang dimaksud yaitu penyusutan sel-sel penyusun lamela primer pada 




mengalami pembendungan darah pada lamela insang. Pembendungan tersebut 
ditandai dengan adanya penumpukan sel-sel darah merah yang sangat padat 
pada pembuluh darah. Penumpukan sel darah itu dapat berlanjut pada kongesti 
pembuluh darah. 
Selain itu, insang juga mengalami edema disebabkan oleh infiltrasi bakteri 
ke dalam insang yang mengakibatkan sel bersifat iritatif sehingga sel 
membengkak. Akibatnya adalah perubahan morfologis yang disebut dengan 
edema atau pembengkakan sel. Edema yang berlanjut mengakibatkan sel-sel 
epitel mengalami nekrosis atau kematian sel (Angka, 1990). Edema 
mengakibatkan eritrosit menjadi mudah pecah dan berubah bentuk sehingga 
terjadi degenerasi hal ini dapat menyebabkan asphyxia (kesulitan bernafas karena 





3. KERANGKA KONSEP PENELITIAN 
3.1 Landasan Teori 
Hingga saat ini, ikan mas bisa dikatakan ikan air tawar paling populer 
diantara ikan air tawar lainnya. Sebagai salah satu ikan ekonomis, ikan ini juga 
banyak dibudidayakan ditempat-tempat pemancingan yang diperuntukkan untuk 
pemancing. Berdasarkan pernyataan ini, maka budidaya ikan mas sangat 
memberi keuntungan yang cukup menjanjikan (Supriatna, 2013). Permintaan 
pasar yang tinggi mengakibatkan ikan mas dibudidayakan secara intensif. Seiring 
berkembangnya budidaya intensif, memunculkan suatu permasalahan yaitu 
serangan penyakit akibat bakteri (Haditomo et al., 2014). 
Berdasarkan data Kementerian Kelautan dan Perikanan Republik 
Indonesia tahun 2018, serangan bakteri golongan Aeromonas spesies salmonicida 
ini telah tersebar ke beberapa wilayah Indonesia. Bakteri A. salmonicida telah 
ditetapkan sebagai hama dan penyakit ikan karantina (HPIK) golongan II yang 
perlu diwaspadai. A. salmonicida merupakan jenis bakteri Aeromonas sp yang 
diindikasikan mampu menyerang semua spesies ikan, baik ikan air tawar maupun 
air laut. A. salmonicida merupakan salah satu bakteri patogen yang banyak 
menyerang ikan dan penularannya sangat cepat melalui air atau lingkungan, 
peralatan, dan kontak langsung dengan ikan yang sakit (DKP, 2009). Bakteri ini 
mampu menginfeksi spesies ikan air tawar golongan cyprinid misalnya pada ikan 
mas hias dan ikan mas konsumsi, yang menimbulkan penyakit carp 
erytrodermatitis (Irianto, 2005). Penyakit akibat bakteri ini sangat mudah menular, 
sehingga ikan yang terserang bakteri cukup parah harus segera dimusnahkan 
(Floyd, 1991). 
Salah satu usaha yang dapat dilakukan untuk mengatasi penyakit akibat A. 




yang lebih efektif, optimal dan ramah lingkungan yang tidak menyebabkan 
resistensi terhadap bakteri dengan cara penggunaan bahan alami.  Penggunaan 
ekstrak K. alvarezii sebagai antibakteri perlu dipertimbangkan dikarenakan rumput 
laut spesies K. alvarezii mengandung komponen aktif seperti flavonoid, fenol 
hidrokuinon dan triterpenoid (Maharany et al., 2017). Senyawa-senyawa tersebut 
merupakan senyawa golongan fenolik.  Menurut Prabha et al. (2013), senyawa 
fenolik memiliki kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Pemberian 
ekstrak K. alvarezii pada ikan mas (C. carpio) diharapkan dapat menyembuhkan 
dan memperbaiki jaringan akibat infeksi dari bakteri A. salmonicida. 




3.2 Kerangka Konsep 




























Gambar 10. Diagram Konsep Penelitian 
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3.3 Kerangka Operasional 


























Gambar 11. Kerangka Operasional Penelitian 
Tahap I                                                         
Ekstraksi Rumput Laut (K. alvarezii) 
Fraksinasi Ekstrak dengan Uji Kromatografi Lapis 
Tipis dan Kromatografi Kolom 
Uji Cakram untuk Menentukan Fraksi Terbaik 
Identifikasi Senyawa Aktif yang Terkandung dalam 
Fraksi dengan UV-Vis dan FT-IR 
Jenis Senyawa Aktif 
Kandidat Antibakteri 
Tahap 2        
Uji In-Vitro Ekstrak Rumput Laut (K. alvarezii) 
Menggunakan Uji MIC  
Ekstrak Kasar Dilakukan Uji Cakram  
Analisis Kerusakan Bakteri A. salmonicida yang 
Diberi Ekstrak dengan SEM (Scanning Electron 
Microscopy) Kandidat Dosis Optimal 
Pengobatan dan Gambaran 
Efektivitas Ekstrak Terhadap 
Kerusakan A. salmonicida 
 
Tahap 3        
Uji Patogenitas Bakteri A. salmonicida (LD50) dan 
Uji Toksisitas Ekstrak Kasar Rumput Laut            
(K. alvarezii) (LC50) ke Ikan Mas (Cyprinus carpio) 
Uji Tantang Ekstrak Kasar Rumput Laut               
(K. alvarezii) pada Ikan Mas (C. carpio) yang 
Terinfeksi A. salmonicida Gambaran Histopatologi 
Insang Ikan Mas (C. carpio) 
Normal, Sakit dan Pasca 
Pengobatan 
 
Pengamatan Gejala Klinis 




Ikan serta Kualitas Air 
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3.4 Kebaruan Penelitian 
Daftar acuan penelitian terdahulu terdapat pada Tabel 3. 
Tabel 3. Penelitian Terdahulu yang Menggunakan Ekstrak Rumput Laut 
No. Tahun Judul Referensi 
1. 2012 
Antibacterial activity of Sargassum 
Ilicifolium and Kappaphycus 
alvarezii 
Rebecca et al., Journal of 
Chemical and 
Pharmaceutical 
Research. 4(1): 700-705. 
2.   2017 
Comparison study of anti-microbial  
activity  between  crude  extract  of 
Kappaphycus alvarezii and 
Andrographis paniculata 
Xin et al., Asian Pacific 
Journal of Tropical 
Biomedicine. 7(8): 729-
731. 
3.  2017 
Sub- and supercritical fluids 
extraction of phytochemical 
compounds from Eucheuma 
cottonii and Gracilaria sp. 




4.  2018 
Effect of red seaweed 
Kappaphycus alvarezii on growth, 
survival, and disease resistance of 
pacific white shrimp Litopenaeus 
vannamei against Vibrio harveyi in 
the nursery phase 
Suantika et al., Journal 
of Aquaculture 
Research and 
Development. 9: 1-7. 
5.  2019 
Activity of red algae (Eucheuma 
Cottonii) against some bacteria 
and fungi 
Sulistiyaningsih et al., 
Journal of 
Pharmaceutical Sciences 
and Research. 11(6): 
2362-2366. 
 
Berdasarkan beberapa penelitian mengenai K. alvarezii di atas 
menunjukkan bahwa uji antibakteri terhadap A. salmonicida belum pernah 
dilakukan baik secara in vitro maupun in vivo. Oleh karena itu, penelitian yang akan 
dilakukan berkaitan dengan uji antibakteri terhadap bakteri A. salmonicida yang 
selanjutnya akan diaplikasikan pada pengobatan ikan mas yang terserang bakteri 





Hipotesis dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 
H0 : tidak ada pengaruh perendaman ekstrak K. alvarezii terhadap ikan mas 
(C. carpio) yang diinfeksi bakteri A. salmonicida. Tidak didapatkan dosis 
optimal ekstrak rumput laut K. alvarezii dalam melawan bakteri A. 
salmonicida. 
H1 : ada pengaruh perendaman ekstrak K. alvarezii terhadap ikan mas (C. 
carpio) yang diinfeksi bakteri A. salmonicida. Didapatkan dosis optimal 
ekstrak rumput laut K. alvarezii dalam melawan bakteri A. salmonicida. 
 
3.6 Strategi Publikasi 
Publikasi merupakan syarat pelaksanaan Kurikulum Program Magister 
Budidaya Perairan (BP) Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan Universitas 
Brawijaya.  
Penulis melakukan publikasi penelitian ini pada jurnal internasional. Berikut 






4. METODE PENELITIAN 
4.1 Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian dilakukan pada bulan November-Desember 2019 di 
Laboratorium Budidaya Ikan divisi Penyakit dan Kesehatan Ikan, Fakultas 
Perikanan dan Ilmu Kelautan, Universitas Brawijaya Malang; Laboratorium 
Farmasi, Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya Malang serta Laboratorium 
Kimia Organik Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana 
Malik Ibrahim Malang.  
 
4.2 Materi Penelitian 
Materi penelitian ini adalah pengamatan histopatologi insang ikan mas (C. 
carpio) yang telah diberi perlakuan ekstrak rumput laut K. alvarezii sebagai 
antibakteri A. salmonicida. Dosis terbaik dari ekstrak K. alvarezii diberikan kepada 
ikan mas yang telah diinfeksi A. salmonicida. Parameter utama yang diukur yaitu 
pengujian senyawa melalui uji fitokimia, kromatografi lapis tipis (KLT), kromatografi 
kolom, spektofotometer UV-Vis, FT-IR kemudian pengamatan histopatologi 
insang, survival rate, pengukuran kualitas air seperti suhu, derajat keasaman (pH) 
dan oksigen terlarut (DO). 
 
4.3 Alat dan Bahan Penelitian 
Alat dan Bahan yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada 
Lampiran 1.  
 
4.4 Metode Penelitian 
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimen. 
Menurut Sugiyono (2008), metode eksperimen dalam penelitian diartikan sebagai 




Metode ini digunakan untuk mencari perlakuan terbaik dalam suatu perlakuan 
dalam kondisi yang terkendalikan. Dalam metode eksperimen sederhana terdiri 
dari dua kelompok yaitu kelompok kontrol dan eksperimen. Kelompok yang 
diberikan perlakuan disebut dengan kelompok eksperimen sedangkan yang tidak 
diberi perlakuan disebut kelompok kontrol. Kelompok kontrol dalam metode ini 
berfungsi sebagai pembanding dengan kelompok eksperimen yang telah diberikan 
perlakuan selama kurun waktu tertentu. Sehingga dalam penelitian yang 
menggunakan metode eksperimen, harus terdapat kelompok kontrol dan 
eksperimen.  
 
4.5 Rancangan Penelitian 
Penelitian ini menggunakan metode eksperimental dengan memberikan 
perlakuan ekstrak dari K. alvarezii pada ikan mas yang diinfeksi dengan bakteri A. 
salmonicida. Rancangan penelitian yang akan digunakan dalam penelitian ini 
adalah Rancagan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari 5 perlakuan dengan 3 
ulangan. Tabel rancangan dan denah penelitian dapat dilihat pada Tabel 4.   
Tabel 4. Rancangan Penelitian 
ULANGAN 
PERLAKUAN 
K(+) K(-) A B C 
1 K+1 K-1 A1 B1 C1 
2 K+2 K-2 A2 B2 C2 
3 K+3 K-3 A3 B3 C3 
 






Gambar 12. Denah Penelitian 
A3 K(+)2 C1 K(-)1 B3 
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Perlakuan A : perlakuan dengan pemberian ekstrak kasar 14 ppm  
Perlakuan B : perlakuan dengan pemberian ekstrak kasar 24 ppm  
Perlakuan C : perlakuan dengan pemberian ekstrak kasar 34 ppm  
Perlakuan K(-) : kontrol infeksi berupa perlakuan infeksi bakteri dan tanpa 
pemberian ekstrak 
Perlakuan K(+) : kontrol normal yaitu perlakuan tanpa infeksi bakteri dan tanpa 
pemberian ekstrak 
 
4.6 Prosedur Penelitian 
4.6.1 Penelitian Tahap 1 (Ekstraksi dan Identifikasi Senyawa Aktif) 
a. Pembuatan Ekstrak K. alvarezii 
Rumput laut K. alvarezii diperoleh dari lokasi budidaya rumput laut di Pantai 
Poteran Kecamatan Talango Kabupaten Sumenep, Madura. Rumput laut yang 
didapat berupa rumput laut kering sebanyak 5 kg. Proses pengeringannya melalui 
beberapa tahapan yaitu pencucian rumput laut dengan air mengalir kemudian 
dikering anginkan. Hal ini juga didukung oleh pernyataan Yunus et al. (2009), 
bahwa rumput laut segar dicuci dan dibersihkan dari epifit dan kotoran lain dengan 
menggunakan air bersih kemudian dikering anginkan. Langkah selanjutnya ialah 
proses penggilingan menjadi serbuk rumput laut.  
Ekstraksi rumput laut (K. alvarezii) dilakukan dengan metode maserasi. 
Maserasi merupakan metode ekstraksi menggunakan pelarut organik yang volatil, 
penekanan utama dalam proses maserasi adalah waktu kontak yang cukup antara 
pelarut dan jaringan yang diekstraksi. Tahapan dari ekstraksi ini mengacu pada 
penelitian Setyaningsih, et al. (2017), dimana ekstraksi melalui tahapan maserasi 
dan evaporasi. Pada ekstraksi ini menggunakan 3 pelarut yaitu etanol, etil asetat 




metabolit sekunder dari rumput laut tersebut. Sampel K. alvarezii sebanyak 100 
gram dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan ditambahkan dengan 300 mL pelarut 
(etanol, etil asetat dan n-hexane) (1:3 b/v). Sampel dimaserasi dalam keadaan 
gelap selama 3 hari. Hasil maserasi difiltrasi dengan kertas Whatmann No. 42 
untuk memisahkan filtrat dan residu (Lalopua, 2013). Setelah dimaserasi, 
dilakukan penyaringan menggunakan kain saring hingga tidak terdapat ampas. 
Lalu, dipekatkan dengan rotary vacum evaporator dengan suhu 45°C hingga 
berbentuk pasta. 
b. Uji Fitokimia 
Pengujian fitokimia bertujuan untuk mengetahui kandungan metabolit 
sekunder ekstrak. Uji fitokimia meliputi pemeriksaan flavonoid, saponin, tanin, 
alkaloid dan tritrepenpid (Podungge et al., 2018). Adapun langkah kerja dari uji 
fitokomia adalah sebagai berikut : 
1. Flavonoid 
• 2 ml ekstrak pekat dimasukkan dalam tabung reaksi. 
• Ditambahkan 1-2 butir logam magnesium dan dihomogenkan. 
• Ditambahkan asam klorida pekat (HCl) 3 tetes kemudian dihomogenkan.  
• Apabila sampel positif mengandung flavonoid, maka akan terbentuk warna 
orange hingga merah. 
2. Saponin  
• 2 ml ekstrak pekat diambil dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi. 
• Ditambahkan 5 ml aquades yang sudah dipanaskan. 
• Tabung uji dikocok secara kuat. 
•  Adanya pembentukan buih terus-menerus selama ± 10 menit tersebut 





• 2 ml ekstrak ditambahkan dengan 8 ml air suling panas ke dalam tabung 
reaksi selama ± 10 menit kemudian filtrat disaring.  
• Ditambahkan 3 tetes FeCl3 1%.  
• Terbentuknya warna hijau-kecoklatan atau biru-kehitaman menegaskan 
adanya tannin didalam sampel uji. 
4. Alkaloid 
• 5 ml ekstrak ditambahkan asam sulfat pekat (H2SO4) sebanyak 10 tetes, 
dikocok perlahan hingga membentuk 2 lapisan.  
• Lapisan asam paling atas diambil dan ditambahkan satu tetes pereaksi Meyer 
dan dihomogenkan. 
• Jika terdapat endapan putih pada reagen Mayer maka ekstrak tersebut positif 
mengandung alkaloid. 
5. Triterpenoid 
• 3 ml ekstrak rumput laut ditambahkan dengan 1 tetes asam asetat anhidrat 
((CH3CO)2O) dan 1 tetes asam sulfat pekat (H2SO4). 
• Dikocok perlahan dan dibiarkan beberapa menit. 
• Apabila terbentuk lapisan warna merah atau ungu maka sampel positif 
mengandung triterpenoid. 
c. Kromatografi Lapis Tipis 
Pemisahan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dilakukan 
beberapa kali menggunakan beberapa eluen dengan tingkat kepolaran yang 
berbeda untuk mendapatkan pelarut yang mampu memberikan pemisahan yang 
baik serta bercak noda warna yang bagus (Alen et al., 2017). Pelarut yang akan 




(17:3) dan heksan : etil asetat (4:1). Langkah kerjanya adalah sebagai berikut. 
Langkah kerjanya adalah sebagai berikut : 
• Disiapkan plat KLT ukuran 1 x 15 cm sebagai fase diam. 
• Ekstrak dilarutkan dengan pelarut etil asetat, kemudian diambil ± 5 μl dengan 
pipet kapiler dan ditotolkan pada plat KLT mulai dari bawah dengan 
penempatkan sampel pada titik tengah. Untuk mempermudah pengujian 
dibuat garis.  
• Plat KLT dimasukkan ke dalam chamber kaca yang telah berisi eluen dengan 
posisi berdiri tegak, eluen yang digunakan secara bergantian dengan larutan 
kloroform : metanol (3:1), heksan : etil asetat (17:3) dan heksan : etil asetat 
(4:1) sebagai fase gerak.  
• Chamber ditutup untuk menghindari penguapan.  
• Diamati pergerakan eluen dan apabila telah mencapai batas atas maka plat 
KLT diambil menggunakan pinset. 
• Bercak pada plat lempeng kromatografi lapis tipis diamati di bawah sinar UV 
panjang gelombang 366 nm. 
• Dari hasil penelitian dipilih eluen terbaik yang paling banyak terdapat bercak 
noda yang mampu ditarik oleh eluen uji.  
Hasil pengujian kromatografi lapis tipis difungsikan untuk mengetahui eluen 
mana yang mampu melarutkan senyawa aktif yang terkandung didalam rumput 
laut (K. alvarezii) yang bisa dilihat melalui noda fragmen terbanyak di bawah sinar 
UV untuk selanjutnya dipakai dalam pengamatan kromatografi kolom sebagai fase 
geraknya. 
d. Kromatografi Kolom 
Kromatografi kolom digunakan untuk memisahkan senyawa aktif ekstrak 




fase gerak dimana fase diam berupa silica gel G60 dan fase gerak berupa eluen 
hasil dari kromatografi lapis tipis yang merupakan perbandingan pelarut antara 
heksan : etil asetat (4:1). Langkah kerjanya adalah sebagai berikut : 
• Disiapkan tabung kolom dan statif. 
• Silica gel G60 ditimbang sebanyak 20 gram kemudian dicampurkan dengan 
eluen heksan : etil asetat (4:1) kedalam beaker glass dan dihomogenkan 
menggunakan spatula.  
• Kolom dipasang pada statif.  
• Silica gel G60 yang telah dihomogenkan dimasukkan ke dalam kolom secara 
perlahan hingga mencapai ¾ bagian dari kolom, ditunggu hingga tersusun 
dengan baik antara eluen dengan silica gel G60.  
• Ekstrak kasar rumput laut (K. alvarezii) sebanyak 0,5 gr dilarutkan ke eluen 
(heksan : etil asetat 4:1) secukupnya dan dimasukkan ke dalam kolom secara 
perlahan menggunakan corong agar tidak merusak susunan silica gel G60.  
• Keran kolom dibuka secara perlahan.  
• Kemudian akan muncul berbagai warna yang merupakan fraksi ekstrak 
rumput laut (K. alvarezii) dan ditampung dalam botol vial sesuai dengan warna 
yang bisa dilihat dari silica gel G60. 
Setelah didapatkan beberapa warna yang berbeda dari fraksi hasil 
penyaringan kromatografi kolom, fraksi tersebut diuapkan menggunakan nitrogen 
dan kerak diambil dan dilakukan pengujian FTIR. 
e. Penentuan Fraksi Terbaik dengan Uji Cakram 
Pengujian daya hambat bakteri digunakan untuk mencari dan menentukan 
fraksi terbaik dari rumput laut (K. alvarezii) yang menghambat bakteri                         





Langkah-langkah uji cakram menurut Yanti dan Mitika (2017), diambilkan 
suspensi bakteri A. salmonicida dan dimasukkan ke dalam cawan petri yang 
ditambahkan TSA (Tryptic Soy Agar) steril. Lalu dihomogenkan dan dibiarkan 
hingga memadat. Letakkan kertas cakram dengan menggunakan pinset pada 
bagian tengah media kemudian ditetesi dengan larutan fraksi K. alvarezii.  Setelah 
itu diinkubasi pada suhu 32°C selama 18-24 jam dan amati pertumbuhan bakteri 
kemudian diukur zona hambat dengan menggunakan jangka sorong. Menurut 
Fajeriyati (2017), zona bening dari uji cakram dapat dikatergorikan zona 
hambatnya sebagai berikut. Zona hambat lemah: < 5 mm, zona hambat sedang : 
5-10 mm, zona hambat kuat : 10-20 mm dan zona hambat sangat kuat : > 20 mm. 
Dari hasil uji cakram, didapatkan fraksi terbaik ekstrak K. alvarezii untuk 
menghambat A. salmonicida. Fraksi terbaik ini akan dikarakteristikan dengan 
analisa UV-Vis dan FT-IR untuk mengetahui jenis senyawa-senyawa aktif 
antibakteri yang terkandung di dalam fraksi tersebut. 
f. Spektofotometer UV-Vis (Ultraviolet-Visible) 
Analisis menggunakan spektrotofotometer UV-Vis ini berfungsi untuk 
menunjukkan ada atau tidaknya ikatan rangkap terkonjugasi dan juga mampu 
menentukan jenis inti yang terdapat dalam senyawa metabolit sekunder (Kumayas 
et al., 2014).   
Metode spektrofotometer UV-Vis dilakukan dengan cara mengukur spektra 
panjang gelombang absorbansi dari radiasi ultra violet dengan menggunakan 
fraksi terbaik dari ekstrak K. alvarezii dengan spektrofotometer resolusi 1 nm (dari 
200-800 nm) pada mangkok kuarsa normal dengan panjang jejak. Fraksi terbaiki 
hasil Kromatografi kolom diambil sebanyak 3 ml dimasukkan ke dalam cuvet, 
selanjutnya di scanning dengan spektrofotometer menggunakan panjang 




g. Spektrofotometer FT-IR (Fouries Transform-Infrared) 
Analisis menggunakan FT-IR ini dapat mengidentifikasi gugus-gugus 
fungsi dalam suatu senyawa yang ditampilkan sebagai bilangan gelombang atau 
panjang gelombang (Kumayas et al., 2014). 
Analisa senyawa menggunakan FT-IR yaitu dengan mengambil sebanyak 
0,5 mg sampel fraksi terbaik K. alvarezii kemudian dicampurkan dengan 180 mg 
KBr (Kalium Bromida) dan dihomogenkan sampai membentuk pelet. Lalu 
dilakukan pengukuran dengan spektrum FTIR dengan panjang gelombang 4000-
400 cm-1 dan dianalisa hasilnya (Rohaeti et al., 2011).  
4.6.2 Penelitian Tahap 2 (Uji Aktivitas Anti Bakteri secara In Vitro) 
a. Uji SEM (Scanning Electron Microscopy) 
Pengamatan SEM ditujukan untuk mengetahui kerusakan morfologi sel 
bakteri akibat adanya pemberian ekstrak yang mengandung bahan aktif (Hariati et 
al., 2018). Pembuatan preparat A. salmonicida dilakukan dengan 2 perlakuan. 
Perlakuan pertama A. salmonicida adalah perlakuan normal, perlakuan kedua 
bakteri A. salmonicida diberi ekstrak K. alvarezii sebanyak 100 ppm. Kemudian 
kedua preparat tersebut siap diamati menggunakan SEM. Analisis kerusakan 
bakteri A. salmonicida dilakukan dengan cara membandingkan foto hasil 
pengamatan SEM antara kondisi normal dengan bakteri yang diberi ekstrak             
K. alvarezii dan dilihat gambaran kerusakan pada dinding sel bakteri. Langkah-
langkah dalam pengujian SEM dapat dilihat pada Lampiran 2. 
b. Uji MIC (Minimum Inhibition Concentration)  
Menurut Rinawati (2011), MIC merupakan konsentrasi terendah bahan 
antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan. Metode pengujian MIC 
dilakukan dengan metode dilusi cair. Uji MIC ini mengacu pada penelitian Maftuch. 




dimasukkan dalam tabung reaksi sebanyak 5 ml. Kemudian ekstrak K. alvarezii 
ditambahkan pada tabung reaksi yang berisi TSB dengan dosis yang berbeda 
pada setiap tabungnya. Dosis yang digunakan pada uji MIC ini adalah 1000 ppm, 
500 ppm, 250 ppm, 125 ppm, 62,5 ppm, 31,3 ppm, 15,6 ppm, 7,8 ppm, 3,9 ppm, 
dan 1,9 ppm (Ruangpan dan Tendencia, 2004). Dalam uji MIC ini menggunakan 
kontrol positif dan kontrol negatif. Kontrol positif diberi antibakteri sintetis 
(Chlorampenicol) 5 ppm dan kontrol negatif tanpa pemberian ekstrak. Kemudian 
setiap tabung reaksi diberi isolat bakteri 100 µl, lalu diinkubasi dengan suhu 32°C 
selama 24 jam. Media dicek kekeruhannya dan diukur absorbansinya 
menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 570 nm dan nilai 
absorbansi yang tertera pada monitor spektrofotometer dicatat. Uji MIC juga 
didasarakan pada indikator kekeruhan pada media TSB yang telah ditanam bakteri 
beserta eksrak dengan dosis yang berbeda dan diinkubasi selama 24 jam yang 
dibandingkan dengan tabung kontrol. 
c. Uji Cakram 
Uji cakram dilakukan untuk mengetahui daya hambat dari pemberian 
ekstrak K. alvarezii yang dilihat dari zona bening yang berada disekeliling kertas 
cakram. Prosedur dalam uji cakram ini mengacu pada penelitian Maftuch et al. 
(2018), adapun prosedur untuk melakukan uji cakram adalah sebagai berikut: 
• Cawan petri yang telah terdapat media TSA disiapkan terlebih dahulu. 
• Kertas cakram steril direndam dalam larutan K. alvarezii dengan dosis yang 
berbeda.  
• Perlakuan dosis berdasarkan dari Uji MIC yang dilakukan terlebih dahulu dan 
mendapatkan dosis yang sesuai untuk perlakuan. Adapun dosis yang 




• Bakteri diambil sebanyak 0,1 ml dengan menggunakan mikropipet dengan 
kepadatan yang ditentukan dan disebar pada seluruh permukaan TSA dengan 
menggunakan triangle.  
• Setelah 10-15 menit kertas cakram yang direndam, diambil dengan hati-hati 
diletakkan pada media agar bagian tengah. 
• Kemudian media yang telah ditanam bakteri dan diberi kertas cakram 
diinkubasi pada suhu 32oC selama 18-24 jam. 
• Media diamati dengan cara megukur diameter zona bening yang terbentuk 
disekitar kertas cakram dengan menggunakan jangka sorong. 
4.6.3 Penelitian Tahap 3 (Uji Aktivitas Anti Bakteri secara In Vivo) 
a. Adaptasi Ikan Uji 
Ikan yang digunakan adalah ikan mas (C. carpio) yang diperoleh dari petani 
ikan di daerah Tulungagung. Ikan yang diperlukan berjumlah 200 ekor dengan 
ukuran 5-8 cm selanjutnya dilakukan proses aklimatisasi selama 7 hari pada 
akuarium yang berisi ikan tersebut. Proses aklimatisasi ini untuk mengetahui ikan 
yang akan digunakan adalah ikan yang benar-benar sehat dan telah beradaptasi 
dengan lingkungan barunya. Menurut Jampil, et al. (2017), dalam menguji 
seberapa efektif pemberian ekstrak terhadap ikan mas (C. carpio) yang terinfeksi 
A. salmonicida maka dapat dilakukan dengan menggunakan ikan berukuran 5 – 8 
cm dengan perlakuan sebanyak 10 ekor ikan pada volume air 10 liter. Selama 
penelitian, ikan mas diberi pakan berupa pelet sebanyak 5% dari bobot biomassa 
dengan frekuensi pemberian pakan 2 kali (pagi dan sore hari). Setelah 
diaklimatisasi ikan siap untuk digunakan. Persiapan alat juga dilakukan meliputi 
aerator set, pH meter, DO meter, serta penataan akuarium. 
b. Patogenitas A. salmonicida dengan LD50 (Lethal Dossage 50) 
Uji LD50 untuk mengetahui pada kepadatan berapa dan berapa lama 




kultur murni bakteri A. salmonicida dengan kepadatan 10-10 sel/ml diencerkan 
menjadi 4 konsentrasi pengenceran berbeda yaitu 10-9 sel/ml, 10-8 sel/ml, 10-7 
sel/ml, 10-6 sel/ml dalam larutan Tryptone Soy Broth (TSB) untuk pengujian Lethal 
Dossage 50% (LD50). Isolat bakteri A. salmonicida yang digunakan berasal dari 
BUSKIPM Jakarta Timur (sertifikat analisis pengujian, identifikasi disajikan pada 
Lampiran 3). Perhitungan suspensi bakteri dengan menggunakan rumus sebagai 
berikut :  
   N1 X V1 = N2 X V2 
 
Keterangan:  
N1: Kepadatan populasi bakteri dalam media TSB (sel/ml)  
N2: Kepadatan populasi bakteri yang dikehendaki (sel/ml)  
V1: Volume suspensi bakteri dalam TSB yang dibutuhkan  
V2: Volume media air dalam wadah pemeliharaan ikan  
 
Ikan uji dimasukkan ke dalam air media dengan volume 10 liter air media 
untuk 10 ekor ikan mas (C. carpio) dan diinfeksi dengan bakteri sesuai perlakuan, 
selanjutnya dipelihara dan diamati setiap 4 jam. Kematian ikan dihitung hingga 
jangka waktu 24-96 jam, kemudian dengan jumlah 50% pertama pengamatan 
dapat dijadikan sebagai dosis LD50. 
c. Uji Toksisitas Ekstrak Kasar K. alvarezii dengan LC50 
LC50 (Lethal Concentration) merupakan konsentrasi yang menyebabkan 
50% organisme uji mengalami kematian dalam penelitian (Fajri et al., 2016). Pada 
penelitian ini, penentuan nilai LC50 berdasarkan dosis ekstrak hasil MIC yang telah 
dilakukan. Ikan mas (C. carpio) disiapkan sebanyak 20 ekor yang dibagi dalam 5 
wadah yang berkapasitas 10L. Sebelum dilakukan uji LC50 ikan mas terlebih 
dahulu diaklimatisasi selama 7 hari dan diberi pakan berupa pellet. Kemudian 
wadah diisi ekstrak K. alvarezii sesuai dengan yang telah ditentukan dan diamati 





d. Infeksi A. salmonicida dan Perendaman Ekstrak K. alvarezii 
Proses penginfeksian A. salmonicida dilakukan dengan cara perendaman. 
Penginfeksian dilakukan selama 2 hari. Kepadatan bakteri yang dicampurkan 
kedalam air pemeliharaan disesuaikan dengan kepadatan hasil LD. Perendaman 
ekstrak dilakukan setelah ikan menunjukkan gejala sakit pasca infeksi A. 
salmonicida. Dalam penelitian ini dipilih proses perendaman dikarenakan lebih 
aplikatif dan efisien. Pemberian ekstrak kasar dilakukan dengan cara 
menambahkan ekstrak dengan dosis 14 ppm, 24 ppm, 34 ppm sesuai perlakuan 
dengan tiga kali pengulangan. Perendaman dilakukan selama 10 menit. 
Pemeliharaan ikan dilakukan selama 7 hari. Data yang didapatkan dianalisis dan 
dibandingkan dengan perlakuan kontrol. Menurut Salikin et al. (2014), dalam uji in 
vivo dapat dilakukan dengan memberi bakteri terhadap ikan uji dan setelah terlihat 
gejala klinis (sekitar 2 hari) kemudian ikan direndam dengan ekstrak dengan dosis 
tertentu selama 10 menit. Untuk melihat efek yang diberikan ekstrak terhadap 
bakteri maka dilakukan pengamatan dan perhitungan mortalitas ikan setiap hari 
hingga hari ke 7 dan dapat dilakukan uji histopatologi dimana organ diambil dan 
disimpan dalam botol dengan kadar formalin 10%. 
e. Kelulushidupan Ikan 
Kelulushidupan ikan mas (C. carpio) dilihat setelah 7 hari pemeliharaan 
pasca pengobatan. Dimana dihitung jumlah ikan mati dan hidup dari perlakuan, 
baik perlakuan kontrol maupun perlakuan uji. Jumlah ikan mati dan yang hidup 
tesebut kemudian dihitung dengan menggunakan rumus SR (Survival Rate) 




 𝑥 100% 
Keterangan :   
SR : Kelulushidupan %   
Nt : Jumlah ikan pada akhir penelitian (ekor)   




f. Pengamatan Histopatologi Insang 
Pengambilan insang ikan dilakukan pada ikan normal, ikan sakit dan ikan 
setelah diobati dengan ekstrak rumput laut (K. alvarezii) dengan dosis yang telah 
ditentukan berdasarkan hasil LC50.  
Insang ikan dimasukkan kedalam botol film yang berisi formalin 10% agar 
insang tetap awet sebelum dilakukan pembuatan preparat histopatologi. 
Pembuatan preparat histopatologi terdiri dari beberapa tahapan yaitu tahap fiksasi, 
tahap dehidrasi, tahap clearing, tahap impregnasi, tahap embedding 
(pengeblokan), tahap pewarnaan jaringan dan tahap mounting. Proses pewarnaan 
jaringan menggunakan pewarna HE (hematoksilin-eosin). Pewarna hematoxilin 
berfungsi untuk mewarnai inti sel dan memberikan warna biru dan eosin berfungsi 
untuk memulas sitoplasma sel dan jaringan penyambung dan memberikan warna 
merah muda (Pratiwi dan Manan, 2015).  
Preparat histo insang selanjutnya diamati untuk melihat tingkat kerusakan 
akibat bakteri. Kerusakan yang diamati berupa atropi, kongesti, fusi lamela, 
infiltrasi limfosit, dan nekrosis (Sukarni et al., 2012). Pengamatan dilakukan 
dengan menggunakan mikroskop dengan perbesaran 400x dengan cara skoring.  
 
4.7 Parameter Penunjang 
Parameter penunjang dalam penelitian ini berupa pengukuran kualitas air 
selama penelitian dilakukan. Pengambilan data kualitas air dilakukan pada pagi 
hari (07.00 WIB) dan sore hari (15.00 WIB). Parameter kualitas air yang diambil 
adalah suhu dengan menggunakan alat pengukur suhu pada alat termometer, DO 
(Dissolved Oxygen) menggunakan DO meter dan pH menggunakan pH meter. 
 
4.8 Analisa Data 
Data yang diperoleh selama penelitian diuji normalitas terlebih dahulu 




(ANOVA) menggunakan software SPSS 15. Pengujian tersebut berfungsi untuk 
mengetahui perbedaan antar perlakuan. Apabila terdapat perbedaan signifikan 
antar perlakuan maka dilakukan uji lanjutan yaitu uji Duncan pada tingkat 
kepercayaan 5% untuk mengetahui perbedaan diantara perlakuan. Sedangkan 
kualitas air dianalisis secara deskriptif.  
Untuk mengetahui tingkat kerusakan organ insang ikan mas (C. carpio) 
yang telah diberi perlakuan selanjutnya dilakukan skoring, dengan menghitung 
jumlah area yang terwarna dan dilakukan secara manual pada kriteria kerusakan 
hiperplasia, fusi lamella dan kongesti, hemoragi (Sipahutar et al., 2013). 
Pembacaan skoring dimulai secara gerak zig-zag (Siswandari, 2005). Adapun alur 
perhitungan skoring dapat dilihat pada Gambar 13. 
 
Gambar 13. Alur Skoring (Gerak Zig-Zag) 
(Siswandari, 2005). 
Pembacaan dimulai dari tepi kiri (sesuai dengan posisi ekor preparat) ke 
arah kepala kemudian turun ke bawah dan bergeser ke arah ekor kembali (gerak 
zig-zag) (Izzah et al., 2019). Adapun tabel nilai skoring disajikan pada Tabel 5.  
Tabel 5. Nilai Skoring dan Presentase Kerusakan Jaringan 
Nilai Skoring Presentase Kerusakan (%) Keterangan 
0 0 Normal 
1 <30 Ringan 
2 30-70 Sedang 
3 >70 Berat 





5. HASIL DAN PEMBAHASAN 
5.1 Penelitian Tahap 1 
5.1.1 Rendemen Ekstrak dan Penentuan Pelarut 
Nilai rendemen ekstrak rumput laut K. alvarezii menggunakan 3 jenis 
pelarut berbeda yaitu etanol (polar), etil asetat (semi polar) dan heksan (non polar) 
yaitu 1,02%; 0,49% dan 0,33%. Perbandingan simplisia dan pelarut yang 
digunakan ialah 1:3 (w/v). Perhitungan rendemen ekstrak rumput laut sesuai 
dengan Podungge et al. (2018). Rendemen menurut Wijaya et al. (2018) ialah 
perbandingan antara ekstrak yang diperoleh dengan simplisia awal. Hasil 
rendemen ekstrak lebih terperinci dapat dilihat pada Tabel 6.   



























Berdasarkan data yang disajikan pada Tabel 6, diketahui konsentrasi 
pelarut etanol mampu menghasilkan rendemen ekstrak K. alvarezii tertinggi 
dibanding dengan pelarut lainnya. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan 
oleh Hidayah (2016), pelarut etanol mampu menghasilkan rendemen ekstrak 
rumput laut Sargassum muticum tertinggi dibandingkan dengan pelarut etil asetat 
dan n-heksan.  
Setelah diketahui nilai masing-masing rendemen dari ekstrak K. alvarezii, 
dilanjutkan uji cakram untuk mengetahui pelarut terbaik untuk menghambat 
pertumbuhan bakteri A. salmonicida. Adapun hasil dari uji cakram dengan dosis 





Gambar 14. Nilai Hambat Ekstrak dengan Beragam Pelarut  
Berdasarkan Gambar 14, diketahui bahwa ekstrak dengan pelarut etanol 
memiliki daya hambat tertinggi (10,41 mm) dibanding dengan n-heksan (7,34 mm). 
Hasil ini menunjukkan bahwa pelarut etanol (polar) mampu mengeluarkan 
senyawa aktif yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri lebih besar dibanding 
dengan pelarut lainnya. Pelarut polar seperti etanol maupun metanol adalah 
pelarut organik terbaik untuk mengekstraksi bahan antibakteri pada beberapa jenis 
rumput laut (Pushparaj et al., 2014). Hal ini dipertegas dengan pendapat Cowan 
(1999), etanol dan metanol merupakan pelarut-pelarut yang sering digunakan 
untuk mengekstrak senyawa antimikroba dari tumbuhan.  
5.1.2 Analisa Skrining Fitokimia K. alvarezii 
Hasil skrining menunjukkan ekstrak K. alvarezii mengandung tannin, 
terpenoid dan fenol (Lampiran 4). Hal ini sesuai dengan Prabha et al. (2013) bahwa 
ekstrak K. alvarezii yang dilarutkan dengan etanol mengandung senyawa fenolik 
dan terpenoid. Skrining fitokimia ekstrak etanol K. alvarezii yang dilakukan oleh 
Farah et al. (2015); Hayashi dan Reis (2012) juga menunjukkan adanya senyawa 
fenolik dan terpenoid yang berperan sebagai agen antibakteri. Adapun hasil dari 
pengujian disajikan pada Tabel 7. Kandungan triterpenoid pada suatu bahan 
ditandai dengan terbentuknya cincin kecoklatan pada bahan uji. Triterpenoid 































antibakteri dalam bentuk monoterpenoid linalool, diterpenoid, phytol, triterpenoid 
saponin dan triterpenoid glikosida.  
Tabel 7. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak K. alvarezii  
No. Senyawa Aktif Parameter Hasil 























5. Fenol Hijau kehitaman, Biru kehitaman Positif 
6. Saponin Busa Permanen Negatif 
 
5.1.3 Fraksinasi Ekstrak 
5.1.3.1 Analisa Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 
KLT merupakan metode untuk memisahkan senyawa yang terkandung 
dalam suatu bahan berdasarkan perbedaan kelarutan senyawa. Eluen yang 
digunakan pada uji KLT terdiri dari kloroform : metanol (3:1); heksan : etil asetat 
(17:3) dan heksan : etil (4:1). Hasil dari uji Kromatografi Lapis Tipis menghasilkan 
perbedaan jumlah spot yang terbentuk akibat dari perbedaan eluen yang 
digunakan. Jumlah spot yang terbentuk dari masing-masing eluen dapat dilihat 
pada Tabel 8.  
Tabel 8. Hasil Pengujian Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 
Perbandingan Pelarut (Eluen) Spot yang Terbentuk 
Kloroform : metanol (3:1) 2 
Heksan : etil asetat (17:3) 6 
Heksan : etil asetat (4:1) 7 
Berdasarkan hasil pada Tabel 8, diketahui bahwa perbandingan eluen 




sebagai fase gerak. Untuk mempermudah saat menghitung jumlah spot yang 
terbentuk, plat KLT diamati dibawah sinar UV 366 nm seperti Gambar 15 dibawah 
ini.  
 
Gambar 15. Spot yang Terbentuk Diamati Melalui Sinar UV 366 nm. 
Berdasarkan Gambar 15, diketahui bahwa eluen heksan : etil asetat 
memiliki 7 spot berbeda warna. Spot 1 dengan nilai Rf 0,13 memiliki warna kuning; 
spot 2 nilai Rf 0,33 memiliki warna merah muda; spot 3 nilai Rf 0,38 memiliki warna 
jingga; spot 4 nilai Rf 0,54 memiliki warna merah; spot 5 nilai Rf 0,67 memiliki 
warna biru; spot 6 nilai Rf 0,73 memiliki warna merah tua dan spot 7 nilai Rf 0,86 
memiliki warna biru tua. Lebih jelasnya dapat dilihat pada Tabel 9.  
Tabel 9. Hasil Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Eluen Heksan : Etil Asetat (4:1) 
Spot Fragmen Rf (Retardation factor) Warna 
Spot 1 0,13 Kuning 
Spot 2 0,33 Merah muda 
Spot 3 0,38 Jingga 
Spot 4 0,54 Merah 
Spot 5 0,67 Biru 
Spot 6 0,73 Merah tua 





Eluen heksan : etil asetat (4:1) ditetapkan sebagai eluen terbaik, sehingga 
dapat digunakan sebagai eluen pada saat kromatografi kolom. Hal ini dikarenakan, 
eluen dengan perbandingan tersebut memiliki jumlah spot lebih banyak. Selain itu, 
eluen tersebut diharapkan dapat memisahkan senyawa ekstrak kasar dari rumput 
laut lebih banyak dibanding dengan eluen lain pada saat pengujian kromatografi 
kolom.  
5.1.3.2 Uji Kromatografi Kolom (KK) dan Penentuan Fraksi Terbaik 
Hasil dari pengujian kromatografi lapis tipis dilanjutkan dengan pengujian 
kromatografi kolom untuk mendapatkan fraksi. Prinsip kerja kromatografi kolom 
ialah zat cair sebagai fase gerak akan melewati fase diam sehingga akan terjadi 
proses adsorbs senyawa-senyawa tersebut oleh padatan dalam kolom (Rubiyanto, 
2016). Fase gerak yang digunakan ialah n-Heksan:etil asetat (4:1) dan fase diam 
berupa silica gel G50.  
Hasil pengujian kromatografi kolom, didapatkan 6 fraksi yang berbeda 
warna. Fraksi ke-1 menghasilkan warna kuning pekat, fraksi ke-2 menghasilkan 
warna kuning, fraksi ke-3 menghasilkan warna coklat muda, fraksi ke-4 
menghasilkan hijau pekat, fraksi ke-5 menghasilkan wana hijau, dan fraksi ke-6 
menghasilkan warna hijau bening. Hasil fraksinasi dapat dilihat pada Gambar 16.  
 




Fraksi-fraksi yang didapat melalui kromatografi kolom, selanjutnya 
dilakukan uji cakram untuk mengetahui kekuatan daya hambat masing-masing 
fraksi. Daya hambat masing-masing fraksi K. alvarezii terhadap bakteri A. 
salmonicida dapat dilihat pada Gambar 17. 
 
Gambar 17. Uji Daya Hambat Fraksi K. alvarezii 
Berdasarkan hasil uji daya hambat fraksi K. alvarezii terhadap bakteri A. 
salmonicida dapat ditentukan respon daya hambatnya pada Tabel 10 dibawah ini.  
Tabel 10. Hasil Uji Cakram Fraksi K. alvarezii  
Fraksi K. alvarezii Daya Hambat (mm) Klasifikasi Respon Hambat 
Fraksi ke-1 8,07 Sedang  
Fraksi ke-2 6,81 Sedang  
Fraksi ke-3 9,91 Sedang  
Fraksi ke-4 6,64 Sedang  
Fraksi ke-5 7,21 Sedang 
Fraksi ke-6 9,94 Sedang  
Sumber klasifikasi respon hambat: Davis dan Stout (1971). 
Berdasarkan Tabel 10, dapat diketahui bahwa fraksi ke-6 dengan warna 




kategori sedang dan daya hambat terendah pada fraksi ke-4 dengan warna hijau 
memiliki daya hambat 6,64 mm, termasuk ke dalam kategori sedang. Senyawa 
metabolit yang terkandung dalam fraksi ke-6 diduga merupakan dari golongan 
terpenoid dan fenolik. Untuk membuktikan adanya kandungan dari senyawa 
tersebut maka dilakukan uji UV-Vis dan FT-IR pada fraksi 6.   
5.1.3.3 Analisis Spektofotometri UV-Vis 
Berdasarkan analisis UV-Vis pada fraksi-6 didapatkan hasil berupa 
panjang gelombang maksimum terletak pada sumbu Y dan data absrobansi dari 
isolat senyawa pada sumbu X (Gambar 18). Secara kualititatif, absrobansi dari 
fraksi 6 menunjukkan adanya puncak maksimal pada panjang gelombang 244,0 
nm dan puncak lemah pada panjang gelombang 277,0 nm yang disajikan pada 
Tabel 11. 
 
Gambar 18. Hasil Analisis UV-Vis Fraksi 6 
Tabel 11. Panjang gelombang maksimum UV-Vis Fraksi 6 





1 = 238,0 A1 = 6,000 
2 = 261,0 A2 = 1,263 
 
Fraksi-6 dari K. alvarezii memiliki panjang gelombang 238,0 nm 
menunjukkan bahwa peak tersebut merupakan senyawa golongan triterpenoid. 




triterpenoid terdapat pada rentang gelombang 225,0 - 272,5 nm. Panjang 
gelombang tersebut menunjukkan serapan spektra UV khas untuk senyawa 
triterpenoid yang memiliki ikatan rangkap tak terkonjugasi (Atmoko et al., 2018).  
Panjang gelombang 261,0 nm yang dimiliki fraksi K. alvarezii merupakan golongan 
phlorotannin (fenol). Spektrum UV-Visible dengan Panjang 261 merupakan 
senyawa fenolik khususnya phlorotannin sesuai dengan pendapat Girija et al., 
(2013). Dari data yang diatas, dapat disimpulkan bahwa hasil pengujian UV-Vis 
fraksi-6 mengandung senyawa triterpenoid dan senyawa fenol (phlorotannin).  
5.1.3.4 Analisis Spektrofotometri FT-IR 
Pengujian FTIR bertujuan untuk mengetahui gugus fungsi berdasarkan pita 
serapan yang muncul. Identifikasi ini bertujuan untuk memberikan informasi bahwa 
terdapat beberapa senyawa yang terkandung pada K. alvarezii yang berfungsi 
sebagai antibakteri.   


















Hasil identifikasi senyawa aktif rumput laut (K. alvarezii) fraksi-6 dengan 
spektofotometer FTIR terdapat pada Tabel 12, mengacu penelitian Socrates 




bilangan 3442 cm-1, mengindikasikan adanya gugus hidroksil.  Pita serapan pada 
bilangan 1649-1540 cm-1 merupakan serapan dari C=O yang merupakan asam 
karboksilat. Panjang gelombang 1233-1154 cm-1 merupakan golongan alkana. 
Adanya gugus C-O-C ditunjukkan oleh serapan pada bilangan 1154-1040 cm-1. 
Pita serapan pada bilangan gelombang 928-848 cm-1 menunjukkan adanya C=C-
H (alkena). Gelombang 737cm-1 merupakan serapan kelompok H-C-H (alkana). 
Gugus C-X pada bilangan 737-525 cm-1 merupakan gugus alkil halida. Pita 
serapan 1233-1154 cm-1 merupakan serapan khas dari geminal dimetil senyawa 
triterpenoid (Radiena dan Dompeipen, 2019). Analisis panjang gelombang FTIR 
dapat dilihat pada Gambar 19. 
Dari pernyataan di atas dapat diduga kandungan yang dominan pda fraksi-
6 rumput laut (K. alvarezii) adalah triterpenoid. Hal ini didukung dengan pernyataan 
Nasution (2020), senyawa yang mengandung gugus OH, -CH, C=O, CH2, C-O dan 
C=C tergolong kedalam triterpenoid.  
 




5.2 Penelitian Tahap 2 
5.2.1 Analisis SEM (Scanning Electron Microscopy) Bakteri 
Pengamatan kerusakan bakteri A. salmonicida dengan bantuan SEM 
menunjukkan adanya perbedaan dalam morfologi bakteri normal dan sesudah 
diberi ekstrak K. alvarezii 100 ppm. Hasil pengamatan dapat dilihat pada Gambar 
20 dibawah ini.  
 
Gambar 20. Analisis Morfologi Bakteri Menggunakan SEM 
Berdasarkan Gambar 20 diketahui bahwa bakteri A. salmonicida normal 
memiliki diding sel yang utuh dan berbentuk batang. Berbeda dengan bakteri A. 
salmonicida yang telah diberi ekstrak K. alvarezii menunjukkan bakteri mengalami 
lisis pada dinding sel, mengalami perubahan bentuk baik itu mengerut atau 
memanjang, selain itu ekstrak yang diberikan dapat menyebabkan kerusakan 




Selain itu, temuan dari penelitian sebelumnya telah membuktikan bahwa 
rumput laut memiliki konstituen bioaktif (Souza et al., 2011) yang dapat bermanfaat 
dalam hal menghambat pertumbuhan bakteri (Kanatt et al., 2015). Beberapa 
senyawa yang bertanggung jawab atas aktivitas antimikroba dan antibakteri pada 
K. alvarezii antara lain fenol, terpen, acetogenins, indole dan asam lemak (El 
Shafay et al., 2016; Alencar et al., 2014). Menurut Davidson dan Branen (1980), 
senyawa antimikroba seperti fenol, terpen dan tannin dapat bereaksi dengan 
komponen fosfolipid dari membran sel bakteri yang dapat mengakibatkan lisis 
pada sel. Sel bakteri yang terpapar oleh senyawa metabolit mengalami perubahan 
morfologi sel seperti mengerut, membengkak dan memanjang. Akumulasi 
senyawa triterpenoid di dalam sel menyebabkan kebocoran dan ke matian sel 
bakteri. Menurut Wang and Johson (1992), terjadinya pemanjangan ukuran sel 
mengindikasikan adanya kerusakan sel. Kerusakan lainnya yaitu terjadinya 
pembengkakan atau pengembungan sel. Hal tersebut terjadi akibat akumulasi 
senyawa antibakteri di dalam sel, sehingga membuat sel membesar diikuti 
kebocoran dan kemataian sel (Panjaitan et al., 2020).  
Perubahan bentuk bakteri yang diberi K. alvarezii dikarenakan pada 
ekstrak K. alvarezii mengandung senyawa triterpenoid. Senyawa triterpenoid yang 
menempel pada dinding bakteri dapat merusak membran lipopolisakarida yang 
berikatan dengan kation Ca2+ dan Mg2+. Lepasnya kation pembentuk membran 
memudahkan senyawa triterpenoid masuk ke dalam sel bakteri dan mengganggu 
permeabilitas membran. Keadaan ini menyebabkan cairan sitoplasma merembes 
keluar sehingga terbentuk ruang antar sel seperti pada Gambar 20. Keluarnya 
cairan dalam jumlah banyak dapat menyebabkan sel mengkerut dan mati. 
Kerusakan serupa ditemukan juga oleh Mahizan et al. (2019) dan Asriani 
et al. (2007), pemberian senyawa antibakteri dapat mengakibatkan rusaknya 




yang terganggu dapat menyebabkan kebocoran membran. Senyawa antibakteri 
juga dapat menghambat proses pengambilan oksigen. Rendahnya konsentrasi 
oksigen dapat mengganggu pembentukan ATP dan menyebabkan terganggunya 
sistem fosforilidasi oksidatif. Tingkat virulensi bakteri A. salmonicida juga akan 
terganggu dengan pemberian senyawa antibakteri. Enzim sikloogsigenasi yang 
dimiliki oleh bakteri akan terganggu dengan adanya senyawa antibakteri. Enzim 
sikloogsigenase ini berperan penting dalam menginaktivasi serta merusak zat 
iritan dan mengatur proses perbaikan jaringan rusak. Ketika semua proses 
metabolisme serta aktivitas bakteri terganggu, maka bakteri akan mengalami 
kematian. Lebih jelasnya proses senyawa antibakteri dapat mengganggu 
metabolisme dapat dilihat pada Gambar 21. 
 
Gambar 21. Mekanisme Antibakteri dalam Mengganggu Metabolisme Sel Bakteri 
(Mahizan et al., 2019) 
 
5.2.2 Uji MIC (Minimum Inhibition Concentration) 
Uji MIC pada penelitian ini menggunakan berbagai macam dosis ekstrak K. 




berbagai macam dosis yang berbeda berfungsi untuk mengetahui dosis terkecil 
ekstrak yang dibutuhkan dalam menghambat pertumbuhan bakteri A. salmonicida. 
Hasil uji MIC yang telah dilakukan, diukur menggunakan spektrofotometer dengan 
panjang gelombang 600 nm disajikan pada Tabel 13 dibawah ini.  
Tabel 13. Hasil Uji MIC Ekstrak K. alvarezii terhadap Bakteri A. salmonicida  
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Hasil diatas menunjukkan bahwa konsentrasi 3,9 ppm dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri. Hal ini dikarenakan, pemberian ekstrak dengan dosis 3,9 
ppm memiliki nilai absorbansi yang mendekati nilai kontrol positif dan dari hasil 
visual menunjukkan warna bening (Gambar 22). Namun pada konsentrasi 1,9 ppm 
mengalami kenaikan nilai absorbansi. Hal ini menunjukkan bahwa kekeruhan 
warna pada uji MIC masih belum akurat untuk menentukan daya hambat akibat 
bakteri atau akibat warna ekstrak. Pernyataan tersebut diperkuat dengan pendapat 
Putri et al. (2008) yang mengemukakan bahwa penggunaan spektrofotometer 
masih belum bisa membandingkan kekeruhan akibat ekstrak maupun akibat 
bakteri uji, karena hanya mencatat nilai kekeruhan suatu media. Oleh karena itu, 
pengamatan MIC selain warna menggunakan alat spektofotometer juga bisa 





Gambar 22. Visualisasi Hasil MIC 
Hasil uji MIC dengan cara pengamatan perubahan warna bening pertama 
kali dan pengukuran nilai absorbansi menggunakan spektofometer dengan melihat 
nilai yang mendekati kontrol positif atau dibawah kontrol negatif yaitu terdapat 
pada dosis 3,9 ppm. Dosis tersebut dapat menghambat pertumbuhan bakteri A. 
salmonicida.  
5.2.3 Uji Daya Hambat Ekstrak K. alvarezii  
Setelah dilakukan pengujian MIC, maka dilanjutkan dengan pengujian daya 
hambat ekstrak untuk mengetahui kemampuan ekstrak K. alvarezii dalam 
menghambat bakteri A. salmonicida dengan pengembangan dosis hasil MIC. Uji 
cakram dilakukan dengan menggunakan dosis 14 ppm, 24 ppm dan 34 ppm serta 
kontrol positif (kloramfenikol 5 ppm) dan kontrol negatif (tanpa pemberian ekstrak) 
(Gambar 23). Adapun hasil analisa statistik dari uji daya hambat disajikan pada 
Tabel 14 dan Lampiran 5. 
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Keterangan: Klasifikasi respon hambatan mengacu pada Davis dan Stout (1971), 
lemah <5 mm; sedang 5-10 mm; kuat >10-20 mm; sangat kuat >20-




Berdasarkan Tabel 14, dapat dketahui bahwa zona hambat pada perlakuan 
C dengan dosis 34 ppm memiliki notasi “d” yang berarti, pada dosis tersebut dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri paling tinggi dibanding dengan perlakuan A (14 
ppm) dan perlakuan B (24 ppm). Konsentrasi ekstrak memiliki pengaruh berbeda-
beda dilihat melalui notasi, maka selanjutnya dilakukan uji polynomial orthogonal 
yang disajikan pada Gambar 23.  
 
Gambar 23. Hubungan Konsentrasi Ekstrak dengan Zona Hambat 
Pengujian polynomial orthogonal yang disajikan pada Gambar 23 
menunjukkan pola linier dengan persamaan y = 5,9776+0,1503x dengan koefisien 
determinasi R2 = 0,98. Hasil pengujian tersebut diketahui hubungan antara 
perlakuan dosis dengan zona hambat mengalami peningkatan seiring dengan 
penambahan dosis yang diberikan.  Semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang 
diberikan, maka semakin besar zona hambat yang terbentuk. Hal ini sesuai 
dengan pendapat Savitri et al. (2008) yang menyatakan perbedaan zona hambat 
pada masing-masing konsentrasi disebabkan karena prosentase kandungan zat 
aktif pada konsentrasi berbeda. Semakin tinggi konsentrasi yang diberikan, maka 
semakin besar pula aktivitas antibateri dalam menghambat pertumbuhan bakteri 
sehingga zona hambat yang terbentuk berbeda. Adapun penampakan zona 
hambat yang terbentuk masing-masing perlakuan dapat dilihat pada Gambar 24 








Gambar 24.  Hasil Uji Cakram Ekstrak K. alvarezii terhadap Bakteri  
A. salmonicida 
Hasil pengujian di atas diketahui bahwa ekstrak K. alvarezii mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri A. salmonicida dilihat dari zona hambat yang 
terbentuk. Kandungan yang mampu melawan bertumbuhan bakteri adalah 
triterpenoid. Sebagai metabolit sekunder senyawa triterpenoid memiliki sifat 
sebagai anti-bakteri. Menurut Farikhah et al. (2020), spektrum inframerah hasil 
isolasi senyawa triterpenoid mangandung gugus OH, C=O, C-O, C=C, C-H dan 
gem dimetil. Hal ini sesuai dengan hasil pengujian FTIR K. alvarezii. Rini et al. 
(2017) menjelaskan mekanisme triterpenoid sebagai antibakteri adalah bereaksi 
dengan porin (protein trans membran) pada membran luar dinding sel bakteri, 





5.3 Penelitian Tahap 3 
5.3.1 Uji Toksisitas Ekstrak K. alvarezii (LC50) 
Hasil pengamatan LC50 K. alvarezii menggunakan dosis 14, 24, 34, 44 dan 
54 ppm. Dosis tersebut didapatkan dari pengembangan hasil uji MIC sebagai 
patokan dalam uji LC50. Pengamatan LC dilakukan setiap 6 jam sekali dalam kurun 
waktu 96 jam. Adapun hasil uji yang dilakukan didapatkan hasil bahwa pada dosis 
34 dan 44 ppm tidak terlalu toksik dikarenakan pada dosis tersebut hanya 
membunuh 1 dan 2 ekor ikan. Pada dosis 44 ppm, ikan mengalami kematian pada 
jam ke- 40 sebanyak 2 ekor. Sedangkan pada dosis 34 ppm ikan mengalami 
kematian pada jam ke-59 sebanyak 1 ekor. Berdasarkan hasil tersebut, maka 
untuk penelitian tahap selanjutnya digunakan dosis dibawah 44 ppm. Dosis yang 
digunakan untuk tahap selanjutnya adalah 14 ppm, 24 ppm, dan 34 ppm, hal ini 
disebabkan pada dosis tersebut tidak menyebabkan kematian pada ikan selama 
penelitian. Menururt Tanbiyaskur et al. (2019), pengujian LC50 dilakukan untuk 
mengetahui keaktifan dari suatu ekstrak atau senyawa, sehingga ekstrak tersebut 
aman digunakan dan tidak menyebabkan toksik pada hewan uji.   
5.3.2 Uji Lethal Dosis Bakteri A. salmonicida (LD50) 
Berdasarkan uji LD50 yang dilakukan, diperoleh hasil kepadatan bakteri A. 
salmonicida 107 CFU/ml yang terbaik. Hal ini dikarenakan, pada kepadatan 
tersebut, ikan mengalami kematian mecapai setengah dari jumlah ikan uji. 
Sedangkan kepadatan 1010, 109, 108 CFU/ml mengalami kematian mencapai lebih 
dari 50% sebelum 24 jam uji. Pada kepadatan 107 CFU/ml mengalami kematian 
50% pada jam ke-28 dan kepadatan 106 CFU/ml mengalami kematian 50% pada 
jam ke-36. Hasil pengujian LD50 didapatkan data semakin tinggi kepadatan bakteri 
yang menginfeksi, semakin tinggi nilai kematian. Pernyataan ini sesuai dengan 
pendapat Mangunwardoyo et al. (2010), bahwa prosentase kematian ikan 




Sehingga pada penelitian inti, kepadatan bakteri yang digunakan ialah 107 CFU/ml. 
Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Priyatna et al. (2011) bahwa 
tingkat virulensi bakteri A. salmonicida adalah 107 CFU/ml. 
5.3.3 Pengamatan Gejala Klinis 
Gejala klinis yang timbul pada ikan mas pasca penginfeksian bakteri A. 
salmoncida ditandai dengan perubahan tingkah laku serta morfologi tubuh ikan. 
Perubahan tingkah laku yang terjadi yaitu ikan berenang secara pasif, lebih suka 
berkumpul mendekati aerasi serta nafsu makan menurun. Selain perubahan 
tingkah laku, perubahan morfologi yang terjadi pada ikan mas pasca infeksi yaitu 
terkelupasnya sisik pada bagian tubuh, produksi lendir berlebih dan operkulum 
berwarna pucat (Gambar 25). Gejala klinis tersebut sesuai dengan pendapat yang 
dikemukakan oleh Menanteau-Ledouble et al. (2016), ikan mas yang terinfeksi 
akan mengalami kehilangan selera makan, berenang secara abnormal, jika infeksi 
masih berlanjut, sisik akan terkelupas dan dapat menimbulkan lesi pada kulit. 
Selain itu, kerusakan pada organ yang diakibatkan oleh bakteri A. salmonicida 
akan terlihat lebih jelas ketika diamati secara histopatologi. Pemeriksaan 
histopatologi yang dilakukan oleh Lian et al. (2020) menunjukkan terdapat nekrosis 




Gambar 25. Gejala Klinis Ikan Terinfeksi Bakteri A. salmonicida. (a) Sisik pada 





5.3.4 Analisis Histopatologi Insang Ikan Mas (C. carpio) 
Pemeriksaan histopatologi pada ikan dapat memberikan informasi adanya 
perubahan yang diakibatkan oleh infeksi patogen dengan mendeteksi adanya 
perubahan abnormal ditingkat jaringan (Safratilofa, 2017). Dalam mendiagnosa 
suatu penyakit, terdapat beberapa hal yang harus diperhatikan salah satunya yaitu 
perubahan histopatologi. 
Sebagai bentuk pertahanan tubuh dari infeksi bakteri, ikan mas akan 
mengeluarkan mukus secara terus menerus sehingga mengakibatkan 
metabolisme tubuh meningkat, dan energi yang digunakan pun ikut meningkat. Hal 
ini menyebabkan ikan menjadi cepat lemas dan mudah stress. Keadaan tersebut 
sangat menguntungkan bakteri. Bakteri akan masuk dan menginfeksi dengan 
mengeluarkan toksin melalui tempat terbuka seperti insang.   
Produksi mukus yang berlebihan mendorong insang untuk menyesuaikan 
diri dengan cara menggandakan atau meningkatkan sel lamella (hiperplasia). 
Hiperplasia ini terjadi karena peningkatan jumlah sel-sel mukus dibawah lamella. 
Apabila hiperplasia terus menerus terjadi, maka menyebabkan terjadinya fusi 
lamella insang.  
Bakteri Aeromonas mampu menghasilkan enzim dan toksin yang berperan 
penting dalam proses virulensi bakteri tersebut pada ikan. Salah satu senyawa 
toksin yang dihasilkan ialah eksotoksin (hemolisin). Hemolisin merupakan toksin 
yang dikeluarkan oleh bakteri A. salmonicida ketika menginfeksi ikan. Hemolisin 
yang masuk ke dalam insang dapat menyebabkan kerusakan pada insang, 
diantaranya hiperplasia dan fusi lamella. Menurut Chopra et al. (2000), hemolisin 
mampu melarutkan sel-sel darah merah pada ikan dan merusak sel jaringan 
insang serta mampu merusak sel-sel darah putih.  
Masuknya bakteri dalam tubuh mengaktifkan respon imun dengan 




neutropil yang berperan sebagai phagocytic sel. Munculnya leukosit menyebabkan 
bakteri mengeluarkan toksin hemolisin untuk melisiskan sel darah putih yang 
dikeluarkan oleh ikan (Mangunwardoyo et al., 2010).  
Selain eksotoksin, A. salmonicida juga mengeluarkan endotoksin sebagai 
penunjang tingkat virulensi. Endotoksin merupakan komponen lipopolisakarida 
(LPS) kompleks yang berasal dari membran luar dinding sel Gram-negatif. Apabila 
semua senyawa toxin dikeluarkan secara bersamaan dapat memicu pergerakan 
sel makrofag dan dapat menyebabkan inflamasi. Menurut Neumann & Belosevic 
(1996), sel makrofag pada ikan mas meningkat ketika bakteri mengeluarkan LPS. 
Enzim sikloogsigenase yang dimiliki oleh bakteri meningkat seiring dengan 
rangsangan LPS. Enzim ini sangat berperan penting dalam proses inflamasi 
(Sarmento et al., 2004). Inflamasi yang terjadi menyebabkan hipersekresi mukus 
pada lamella dan dapat menyebabkan hiperplasia.  
Berdasarkan Gambar 26 dibawah ini, dapat dilihat bahwa organ insang 
setelah perlakuan mengalami kerusakan yaitu fusi lamella dan hiperplasia. Organ 
insang berfungsi sebagai alat respirasi pada ikan yang berhubungan langsung 
dengan lingkungan luar. Perubahan yang terjadi di lingkungan baik secara 
langsung maupun tidak langsung akan berdampak pada struktur dan fungsi insang 
(Saputra et al., 2013). Insang dapat menjadi indikator perubahan lingkungan 


























Gambar 26. Hasil Pengamatan 1000x Histopatologi Insang Ikan Mas 
Hiperplasia merupakan suatu keadaan dimana jaringan membengkak 
karena jumlah sel yang terus bertambah. Hiperplasia menyebabkan lamela pada 
insang terlihat lebih besar dari kondisi normalnya. Selain itu, hiperplasia 
menyebkan lamela primer dan sekunder pada insang tidak terlihat jelas 
perbedaannya (Jamin dan Erlangga, 2016). Menurut Santoso et al. (2013), 
hiperplasia terjadi disertai dengan peningkatan jumlah sel-sel mukus didasar 
lamela dan mengakibatkan fusi lamela. Fusi lamela terjadi karena adanya 
hiperplasia yang menyebar sehingga lamela sekunder akan menyatu. Peristiwa ini 






Perlakuan yang diberi ekstrak K. alvarezii selama penelitian terlihat bahwa 
ikan mas (C. carpio) yang diinfeksi A. salmonicida memberikan hasil rerata yang 
berbeda terhadap kerusakan hiperplasia pada insang sebagaimana disajikan pada 










Gambar 27. Hasil Skoring Rerata Hiperplasia Insang Ikan Mas. Perhitungan 
menggunakan selang kepercayaan 5%. 
Hubungan antara dosis perlakuan dengan kerusakan hiperplasia setelah 
dilakukan uji regresi (Lampiran 6) disajikan pada Gambar 28. 
 
Gambar 28. Grafik Regersi pada Kerusakan Hiperplasia 
Grafik diatas menunjukkan bahwa hubungan antara rata-rata nilai 
kerusakan hiperplasia insang ikan dengan konsentrasi ekstrak memiliki pola linier 
menurun. Jumlah kerusakaan hiperplasia menurun seiring dengan bertambahnya 








































































dosis ekstrak yang diberikan. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak K. alvarezii 
memiliki pengaruh yang signifikan sebesar 91% terhadap kerusakan hyperplasia 
pada insang. Menurut Soelama et al. (2015), kemampuan suatu senyawa dalam 
mengurangi tingkat infeksius bakteri didalam tubuh dipengaruhi oleh konsentrasi 
senyawa diberikan.  
5.3.4.2 Fusi Lamela 
Perlakuan yang diberi ekstrak K. alvarezii selama penelitian terlihat bahwa 
ikan mas (C. carpio) yang diinfeksi A. salmonicida memberikan hasil rerata yang 
berbeda terhadap kerusakan fusi lamela pada insang disajikan pada Gambar 29 














Gambar 29. Hasil Skoring Rerata Fusi Lamela Insang Ikan Mas. Perhitungan 
menggunakan selang kepercayaan 5%. 
Hubungan antara dosis perlakuan dengan kerusakan hiperplasia setelah 







Gambar 30. Grafik Regrsi Kerusakan Fusi Lamela Insang Ikan Mas 











































































Hasil nilai skoring yang kerusakan fusi lamella menunjukkan pola linier 
menurun. Hal ini menunjukkan bahwa semakin bertambahnya dosis perlakuan, 
semakin rendah prosentase kerusakan fusi lamella insang. Ekstrak K. alvarezii 
menandakan memiliki pengaruh sebesar 93% terhadap kerusakan fusi lamella. 
Pengaruh K. alvarezii yang signifikan dalam menghambat pertumbuhan bakteri 
dikarenakan K. alvarezii mengandung senyawa terpenoid sebagai antimikroba dan 
antijamur (Hayashi dan Reis, 2012). 
Senyawa triterpenoid yang terdapat pada ekstrak K. alvarezii berperan 
penting dalam proses penyembuhan luka yang diakibatkan oleh bakteri A. 
salmonicida. Ketika bakteri A. salmonicida masuk ke dalam insang dan 
menyebabkan beberapa kerusakan seperti hiperplasia dan fusi lamella, secara 
tidak langsung organ insang mengalami luka. Senyawa terpenoid akan mendorong 
proses hemostasis (pembekuan darah) berlangsung. Setelah darah dapat 
dihentikan, sebagai upaya pertahanan, sel makrofag akan membunuh bakteri 
penyebab timbulnya luka. Sel akan melakukan proses proliferasi sehingga jaringan 
yang rusak dapat diperbaiki.  
Menurut Landen et al. (2016), senyawa aktif yang terkandung dalam 
beberapa tumbuhan mampu meningkatkan jumlah trombosit, mengaktifkan sel-sel 
kekebalan tubuh, mengaktifkan fibroblas untuk memulai perbaikan jaringan serta 
mempercepat proses remodelling (penyempurnaan jaringan). Mekanisme sel 
makrofag dalam proses perbaikan jaringan dapat dilihat pada Gambar 31. 
 




5.3.5 Analisa Kelulushidupan (SR) Ikan Mas (C. carpio) 
Analisa kelulushidupan ikan mas dilakukan setelah 7 hari pemeliharaan 
pasca infeksi dan pengobatan. Hasil data nilai kelulushidupan ikan mas (C. carpio) 
dari masing-masing perlakuan dihitung dalam bentuk persentase (%) disajikan 
pada Tabel 15 kemudian dilakukan normalitas data dengan merubah data menjadi 
arcsin. Data nilai kelulushidupan per-harinya dapat dilihat pada Lampiran 7.  








Rerata (%) ± 
STDEV 















66,67 ± 7,22 
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Rerata (%) ± 
STDEV 1 2 3 
A (14 ppm) 52,22 59,98 52,22 164,41 54,8±4,48ab 
B (24 ppm) 69,27 59,98 52,22 181,46 60,49±8,54b 
C (34 ppm) 59,98 69,27 59,98 189,22 63,07±5,36c 
K (+) 59,98 69,27 69,27 198,51 66,17±5,36c 
K (-) 37,75 37,75 29,99 105,48 35,16±4,48a 
Berdasarkan Tabel 16 diatas, menunjukkan bahwa perlakuan C dengan 
dosis ekstrak 34 ppm merupakan perlakuan terbaik dengan notasi yang sama 
dengan perlakuan K(+) yaitu d dan nilai SR terendah didapatkan pada perlakuan 
K(-) dengan notasi a, diikuti dengan perlakuan A dengan menggunakan ekstrak 
dengan dosis 14 ppm dengan notasi b. Adapun grafik dalam analisis 
kelulushidupan ikan mas (C.carpio) disajikan pada Gambar 32. 
 
Gambar 32. Grafik Kelulushidupan Ikan Mas 
Untuk mengetahui hubungan antara dosis perlakuan dan nilai 
kelulushidupan dilakukan uji regresi (Lampiran 7). Adapun hasil grafik dari analisis 






















Gambar 33. Grafik Regresi Nilai Kelulushidupan 
Hasil analisis regresi dari data arcsin menunjukkan bahwa nilai SR 
mengalami peningkatan seiring dengan perlakuan dosis ekstrak yang diberikan 
dengan nilai (R2) sebesar 0,75 yang berarti bahwa ekstrak K. alvarezii mampu 
memberikan pengaruh terhadap persentase kelulushidupan ikan mas sebesar 
75%. Menurut Wiyanto (2010), mengemukakan bahwa ekstrak K. alvarezii dapat 
digunakan sebagai antibakteri. Selain itu, menurut Farah et al. (2015) dan Hayashi 
dan Reis (2012), ekstrak ethanol K. alvarezii setelah dilakukan proses skrining 
mengandung senyawa terpenoid yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri. 
Senyawa terpenoid dapat bereaksi dengan porin (protein membran) pada 
membran luar dinding sel bakteri membentuk ikatan polimer kuat dan merusak 
porin. Hal ini menyebabkan berkurangnya permeabilitas pada dinding sel bakteri, 
sehingga sel bakteri kekurangan nutrisi dan pertumbuhannya akan terhambat atau 
mati (Amalia et al., 2017).   
5.3.6 Analisa Kualitas Air 
Pada penelitian ini, dilakukan pengukuran kualitas air pada setiap wadah 
media pemeliharaan sebagai data penunjang. Parameter yang diteliti meliputi 






























pengukuran kualitas air selama penelitian disajikan pada Tabel 17 dan Lampiran 
8. 
Tabel 17. Data Rata-Rata Pengamatan Kualitas Air  
Parameter 









27-30°C (Darwis et al., 2019)  
6-8 (Nasir dan Khalil, 2016) 
5,9-6,9 ppm (Sutiana et al., 2017) 
Hasil pengamatan kualitas air selama penelitian, berada pada kisaran 
optimal bagi kehidupan ikan mas.  Pengukuran kualitas air sangat diperlukan 
selama penelitian berlangsung. Hal ini dikarenakan, air memegang peranan 
penting dalam kehidupan dan kesehatan ikan. Kualitas air yang berada di kisaran 
normal dapat menghambat ikan mengalami stress dan terserang penyakit. Hal ini 
sesuai dengan pernyataan Dahril et al. (2017) yang menyatakan perlunya 
pengamatan kualitas air untuk menjaga air tetap dikisaran normal dan tidak 





6. KESIMPULAN DAN SARAN 
6.1 Kesimpulan 
Berdasarkan hasil dan pembahasan dari penelitian ini, maka dapat 
disimpulkan sebagai berikut:  
• Pada pengamatan efektifitas ekstrak didapatkan hasil dosis terbaik dalam 
menghambat pertumbuhan bakteri A. salmonicida ialah 34 ppm dengan rerata 
zona hambat yang terbentuk sebesar 11,04 mm. 
• Nilai kelulushidupan ikan mas pada perlakuan C (34 ppm) memiliki nilai rerata 
SR paling tinggi yaitu sebesar 79,17%. Ekstrak K. alvarezii memiliki pengaruh 
yang signifikan terhadap penurunan tingkat kerusakan hiperplasia sebesar 91% 
dan ekstrak memiliki pengaruh sebesar 93% terhadap penurunan kerusakan 
fusi lamella insang.  
 
6.2 Saran 
 Ekstrak K. alvarezii dapat dijadikan sebagai salah satu pengganti antibiotik 
dalam mengobati penyakit yang diakibatkan oleh bakteri A. salmonicida. Untuk 
penelitian selanjutnya sebaiknya melakukan pengujian GC-MS atau LC-MS 
sebagai uji lanjutan, serta dihararapkan pengujian histopatologi selain insang ikan 
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Lampiran 1. Alat dan Bahan Penelitian 
A. Alat yang akan digunakan dalam penelitian dirangkum dalam tabel dibawah 
ini : 
No Alat Fungsi 
1. Akuarium  Untuk wadah pemeliharaan ikan 
2. Beaker glass 1 Liter Untuk wadah maserasi rumput laut 
3. Gelas ukur 10 mL, 100 
Ml 
Untuk mengukur larutan 
4. Timbangan analitik Untuk menimbang sampel rumput laut dan 
bahan uji 
5. Spatula  Untuk menghomogenkan larutan 
6. Toples  Untuk tempat penyimpanan bubuk rumput laut 
7. Lemari es Untuk tempat penyimpanan hasil ekstrak 
rumput laut 
8. Autoklaf listrik untuk mensterilkan alat yang digunakan 
9. Selang  Untuk menyalurkan aerasi pada tiap akuarium 
10. Aerator dan batu aerasi Untuk mensuplai oksigen di dalam akuarium 
11. pH meter Untuk mengukur pH dalam media 
pemeliharaan 
12. DO meter Untuk mengukur DO dalam media 
pemeliharaan 
13. Termometer  Untuk mengukur suhu dalam media 
pemeliharaan 
14. Cawan petri Untuk membuat media pertumbuhan bakteri 
15. Tabung reaksi Untuk tempat agar miring dan untuk tempat 
pengenceran bakteri 
16. Micropipette  Untuk mengambil larutan dalam skala kecil 
17. Sendok bahan Untuk mengambil bahan  
18. Blue tip, yellow tip   dan 
white tip 
Untuk alat mempermudah pengambilan 
larutan dalam sekala kecil 
19. Kamera digital Untuk mengambil dokumentasi berupa 




20. Erlenmeyer  Untuk wadah mencampurkan larutan dan 
bahan 
21. Inkubator  Untuk menginkubasi isolate bakteri 
22. Freezer  Untuk menyimpan sampel ekstrak rumput laut 
23. Vortex  Untuk menghomogenkan larutan 
24. Jarum ose  Untuk mempermudah pengambilan isolate 
bakteri 
25. Rak tabung reaksi Untuk wadah meletakkan tabung reaksi 
26. Jangka sorong Untuk mengukur zona bening yang terbentuk 
27. Sectio set Untuk alat membedah ikan 
28. Cover glass Untuk menutup objek glass 
29. Objek glass Untuk meletakkan sampel histo insang 
30. Pipet volume Untuk mengambil larutan 
31. Botol film Untuk wadah sampel insang yang difiksasi 
32. Hot plate Untuk memanaskan TSB 
33. Sprayer  Untuk wadah alkohol 
34. Laminar air flow Untuk membuat ruang kerja tetap steril 
35. Nampan Untuk wadah alat dan bahan 
 
B. Bahan yang akan digunakan dalam penelitian dirangkum dalam tabel dibawah 
ini : 
No Bahan Fungsi 
1. Kapphapycus alvarezii Sebagai bahan antibakteri 
2. Ethanol Pro Analysis Sebagai pelarut 
3. Hexane Pro Analysis Sebagai pelarut 
4. Kain saring Sebagai penyaring residu hasil maserasi 
rumput laut 
5. Ikan mas Sebagai hewan uji pada penelitian 
6. Aquades  Sebagai bahan pelarut dan sterilisasi alat 
7. Kertas saring Sebagai penyaring hasil filtrat maserasi rumput 
laut 
8. Sarung tangan  Sebagai penutup tangan saat pengkulturan 
isolat bakteri 




10. Kertas cakram Sebagai kertas penyerap ekstrak  
11. TSA (Trytip Soy Agar) Sebagai media tumbuh bakteri  
12. TSB (Tryptic Soy Broth) Sebagai media tumbuh bakteri 
 
 
13. Masker  Sebagai penutup mulut saat pengkulturan 
isolat bakteri 
14. Pakan ikan komersial Sebagai pakan ikan ketika dipelihara 
15. Kaporit  Sebagai larutan sterilisasi akuarium 
16. Thiosulfate Sebagai larutan penetral kaporit 
17. Kapas  Sebagai penutup tabung reaksi 
18. Aluminium foil Sebagai penutup bagian beaker glass ketika 
diautoklaf 
19. NaCl Sebagai bahan untuk membuat Na-Fis 
20. Tissue  Sebagai bahan untuk membersihkan alat 
setelah dicuci 
21. Plastik warp Sebagai penutup tabung reaksi berisi isolat 
bakteri 
22. Formalin 10% Sebagai larutan fiksasi 






Lampiran 2. Skema Uji SEM  
Kultur bakteri didalam media cair dan diukur ODnya (1,84) 
 
 
Diambil 1 ml dari media cari lalu disentrifugasi sebanyak 1 kali 
(2000g, 4oC) 10 menit 
 
 
Dicuci sebanyak 2kali menggunakan Nafis dan disentrifugasi 
(2000g, 4oC) 10 menit 
 
 
Setelah itu diinkubasi dengan glutaraldehide 3% selama 30 
menit dan disuspended 
 
 








Difiksasi diatas bunsen 
 
 




Dicoating menggunakan emas 
 
 























Lampiran 5. Data dan Analisis Statistik Uji Daya Hambat  








• Analisa Anova 
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 928.768 4 232.192 1863.201 .000 
Within Groups 1.346 10 .125   
Total 930.015 14    
 
• Test of Homogeneity of Variances 
Levene Statistic df1 df2 Sig. 
6.719 4 10 .007 
 




Subset for alpha = 0.05 
 1 2 3 4 5 
Duncana 
K (-) 3 .000000     
A 3  8.036667    
B 3   9.676667   
C 3    11.043333  
K (+) 3     24.370000 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
• Uji Polinomial Orthogonal 
Perlakuan Total (Ti) 
Perbandingan (Ci)   
Linier Kuadratik 
A 24,11 -1 1 
B 29,03 0 -2 
C 33,13 1 1 
Q=∑ (Ci*Ti)   9,02 -0,82 
∑Ci²   2 6 
KR = ∑ (Ci²)*r   6 18 
JK Regresi   13,56007 0,037356 





1 2 3 
A (14 ppm) 7,97 8,11 8,03 24,11 8,04±0,07 
B (24 ppm) 9,68 9,57 9,78 29,03 9,68±0,11 
C (34 ppm) 11,12 11,08 10,93 33,13 11,04±0,10 
K (-) 0 0 0 0 0±0,0 




Lampiran 5. Lanjutan  
Q Linier  = ∑ (Ci x Ti) 
= (-1 x 24,11) + (0 x 29,03)+ (1 x 33,13)  
   = 9,02 
Q Kuadratik  = ∑ (Ci x Ti) 
= (1 x 24,11) + (-2 x 29,03)+ (1 x 33,13) 
   = -0,82 
Kuadrat Ci Linier = (-1)2 + (0)2 + (1)2   
   = 2 
Kuadrat Ci Kuadratik = (1)2 + (-2)2 + (1)2  
   = 6 
KR Linier  = ∑ Ci2 x r 
   = 2 x 3 
   = 6 
KR Kuadratik  = ∑ Ci2 x r 
   = 6 x 3 
   = 18 








   = 13,56 








   = 0,037 
Total JK Regresi = JK Linier + JK Kuadratik  
   = 13,56+0,037 
   = 13,59 
• Sidik Ragam Polinomial Orthogonal 
Sumber Keragaman DB JK KT FH F 5% F 1% 
Perlakuan 2 13,60     
Linier 1 13,56 13,56 1564,62 5,14 10,92 
Kuadratik 1 0,04 0,04 4,31 5,14 10,92 
Acak 6 0,05 0,01    
Total 8 13,65     
 
R2 Linier 0,97 
R2 Kuadratik 0,31 
 












Lampiran 5. Lanjutan 








   = 0,02 








   = 733,29 








   = 2,67 
 Hasil sidik ragam polinomial orthogonal diatas menunjukkan bahwa nilai F 
hitung linier berbeda sangat nyata terhadap nilai F hitung 5% dan 1% yaitu sebesar 
1564,62, sedangkan F hitung kuadratik tidak berbeda nyata terhadap nilai F hitung 
5% dan 1% yaitu dengan nilai 4,31. Berdasarkan hasil tersebut, langkah 
selanjutnya yaitu menentukan nilai R2 linier dan kuadratik. 
R2 Linier  = 
JK Linier
JK Linier + JK Acak
 




   = 0,98 
 
R2 Kuadratik  = 
JK Kuadratik
JK Kuadratik + JK Acak
 




   = 0,04 
 Hasil perhitungan R2 diatas menunjukkan bahwa nilai R2 linier lebih besar 
dibandingkan dengan nilai R2 kuadratik, yaitu sebesar 0,98. Berdasarkan hasil 
tersebut, maka arah laju kurva yang digunakan adalah kurva linier. Langkah 
selanjutnya yaitu mencari persamaan regresi linier.  
Dosis yang digunakan tiap perlakuan dijadikan sebagai sumbu x 
sedangkan data zona hambat dijadikan sebagi sumbu y, sehingga akan 




Lampiran 5. Lanjutan 
Perlakuan X Y XY X2 
A1 14 7,97 111,58 196 
A2 14 8,11 113,54 196 
A3 14 8,03 112,42 196 
B1 24 9,68 232,32 576 
B2 24 9,57 229,68 576 
B3 24 9,78 234,72 576 
C1 34 11,12 378,08 1156 
C2 34 11,08 376,72 1156 
C3 34 10,93 371,62 1156 
Total 216 86,27 2160,68 5784 
Hubungan dosis ekstrak K. alvarezii terhadap daya hambat bakteri A. 
salmonicida dengan menghitung nilai b0 dan b1. 
Perhitungan nilai b0 dan b1 sebagai berikut :  
b1 = 
(∑ xy)−( 
















 = 5,97756 
 Berdasarkan perhitungan b0 dan b1, maka didapatkan persamaan linier 
sebagai berikut : y = 5,9776+0,1503x. Adapun grafik hubungan antara dosis 





Lampiran 6. Data dan Analisis Statistik Histo Insang 
• Data Skoring Kerusakan  
A. Hiperplasia 
Keterangan:  





Stdev 1 2 3 
A 2,60 2,40 2,40 7,40 2,47±0,12 
B 2,00 2,00 2,20 6,20 2,07±0,12 
C 1,80 1,60 1,80 5,20 1,73±0,12 
K(-) 2,60 2,80 2,60 8,00 2,67±0,12 
K(+) 1,20 1,40 1,20 3,80 1,27±0,12 
 
• Analisa Anova 






Between Groups 3.803 4 .951 71.300 .000 
Within Group .133 10 .013   










1 2 3 4 5 
Hiperplasia  
A 
(14 ppm)  
1 3 3 2 3 2 2,60 
2,47 2 2 2 2 3 3 2,40 
3 2 2 4 1 3 2,40 
B 
(24 ppm)  
1 2 2 1 3 2 2,00 
2,07 2 1 3 2 3 1 2,00 
3 3 2 2 2 2 2,20 
C 
(34 ppm)  
1 1 2 3 1 2 1,80 
1,73 2 2 1 2 2 1 1,60 
3 2 1 1 3 2 1,80 
K (-)  
1 2 2 3 3 3 2,60 
2,67 2 3 3 1 4 3 2,80 
3 2 2 3 3 3 2,60 
K(+)  
1 1 1 2 1 1 1,20 
1,27 2 1 2 1 2 1 1,40 




Lampiran 6. Lanjutan 
• Test of Homogeneity of Variances 
Levene Statistic df1 df2 Sig. 
.000 4 10 1.000 
 
• Homogeneous Subsets 
Kerusakan Hyperplasia 
 Perlakuan N Subset for alpha = 0.05 
 1 2 3 4 
Duncana 
K (+) 3 1.266667    
C 3  1.733333   
B 3   2.066667  
A 3    2.466667 
K (-) 3    2.666667 
Sig.  1.000 1.000 1.000 .060 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 
 
• Uji Polynomial Orthogonal 
Perlakuan Total (Ti) 
Perbandingan 
(Ci)   
Linier Kuadratik 
A 7,40 -1 1 
B 6,20 0 -2 
C 5,20 1 1 
Q=S(Ci*Ti)  -2,20 0,20 
S Ci²  2 6 
KR = S (Ci²)*r  6 18 
JK Regresi  0,81 0,00 
Total JK regresi  0,81 
 
 
• Sidik Ragam Polinomial Orthogonal 
Sumber Keragaman DB JK KT FH F 5% F 1% 
Perlakuan 2 0,81         
Linier 1 0,81 0,81 60,50 5,14 10,92 
Kuadratik 1 0,00 0,00 0,17 5,14 10,92 
Acak 6 0,08 0,01       
Total 8 0,89         
 
R² Linier 0,91 




Lampiran 6. Lanjutan 
Hasil sidik ragam polinomial orthogonal diatas menunjukkan bahwa nilai F 
hitung linier berbeda sangat nyata terhadap nilai F hitung 5% dan 1% yaitu sebesar 
60,50, sedangkan F hitung kuadratik tidak berbeda nyata terhadap nilai F hitung 
5% dan 1% yaitu dengan nilai 0,17. Berdasarkan hasil tersebut, langkah 
selanjutnya yaitu menentukan nilai R2 linier dan kuadratiK.  
R2 Linier  = 
JK Linier
JK Linier + JK Acak
 




   = 0,91 
 
R2 Kuadratik  = 
JK Kuadratik
JK Kuadratik + JK Acak
 




   = 0,03 
 Hasil perhitungan R2 diatas menunjukkan bahwa nilai R2 linier lebih besar 
dibandingkan dengan nilai R2 kuadratik, yaitu sebesar 0,91. Berdasarkan hasil 
tersebut, maka arah laju kurva yang digunakan adalah kurva linier. Langkah 
selanjutnya yaitu mencari persamaan regresi linier.  
Dosis yang digunakan tiap perlakuan dijadikan sebagai sumbu x 
sedangkan data kerusakan fusi dijadikan sebagi sumbu y, sehingga akan 
didapatkan garis linier pada grafiK.   
Perlakuan X Y XY X2 
A1 14 2,60 36,40 196 
A2 14 2,40 33,60 196 
A3 14 2,40 33,60 196 
B1 24 2,00 48,00 576 
B2 24 2,00 48,00 576 
B3 24 2,20 52,80 576 
C1 34 1,80 61,20 1156 
C2 34 1,60 54,40 1156 
C3 34 1,80 61,20 1156 





Lampiran 6. Lanjutan 
Hubungan dosis ekstrak K.  alvarezii terhadap kerusakan hiperplasia pada 
insang ikan mas yang terinfeksi bakteri  A. salmonicida dengan menghitung nilai 
b0 dan b1. 
Perhitungan nilai b0 dan b1 sebagai berikut :  
b1 = 
(∑ xy)−( 
















 = 2,29689 
 
 Berdasarkan perhitungan b0 dan b1, maka didapatkan persamaan linier 
sebagai berikut : y = 2,29689-0,0367x. Adapun grafik hubungan antara dosis 






































Lampiran 6. Lanjutan 
B.  Fusi Lamella 
• Data Skoring Kerusakan 
 
Keterangan:  





Stdev 1 2 3 
A 2,20 2,40 2,60 7,20 2,40±0,20 
B 1,60 1,60 1,80 5,00 1,67±0,12 
C 1,40 1,40 1,20 4,00 1,33±0,12 
K(-) 2,60 2,60 2,40 7,60 2,53±0,12 
K(+) 1,40 1,20 1,20 3,80 1,27±0,12 
 
• Analisa Anova 




Square F Sig. 
Between Groups 4.229 4 1.057 30.500 .000 
Within Groups .347 10 .035   
Total 4.576 14    
Kelainan 
Patologi  
Sampel  Ulangan  
Area lapang pandang Rerata 
LP 
Rerata 
Sampel 1 2 3 4 5 
Fusi Lamella 
A 
(14 ppm)  
1 2 2 2 2 3 2,20 
2,40 2 2 2 3 3 2 2,40 
3 3 3 3 2 2 2,60 
B 
(24 ppm)  
1 2 2 1 1 1 1,40 
1,67 2 3 2 1 1 1 1,60 
3 2 2 3 2 1 2,00 
C 
(34 ppm)  
1 2 2 1 1 1 1,40 
1,33 2 1 2 2 1 1 1,40 
3 2 1 1 1 1 1,20 
K (-)  
1 3 2 3 2 3 2,60 
2,53 2 2 3 2 3 3 2,60 
3 2 2 2 3 3 2,40 
K(+) 
  
1 2 1 1 2 1 1,40 
1,27 2 1 1 2 1 1 1,20 




Lampiran 6. Lanjutan 
• Test of Homogeneity of Variances 
Levene Statistic df1 df2 Sig. 
1.360 4 10 3.15 
 
• Homogeneous Subsets 
Kerusakan Fusi Lamella 
 Perlakuan N Subset for alpha = 0.05 
 1 2 3 
Duncana 
K (+) 3 1.266667   
C 3 1.333333 1.333333  
B 3  1.606667  
A 3   2.400000 
K (-) 3   2.533333 
Sig.  .670 .053 .401 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 
 
• Uji Polynomial Orthogonal 
Perlakuan Total (Ti) 
Perbandingan 
(Ci)   
Linier Kuadratik 
A 7,20 -1 1 
B 5,00 0 -2 
C 4,00 1 1 
Q=S(Ci*Ti)  -3,20 1,20 
S Ci²  2 6 
KR = S (Ci²)*r  6 18 
JK Regresi  1,71 0,08 
Total JK regresi  1,79 
 
• Sidik Ragam Polinomial Orthogonal 
Sumber 
Keragaman 
db JK KT FH F 5% F 1% 
Perlakuan 2 1,79         
Linier 1 1,71 1,71 76,80 5,14 10,92 
Kuadratik 1 0,08 0,08 3,60 5,14 10,92 
Acak 6 0,13 0,02       
Total 8 1,92         
 
R² Linier 0,93 




Lampiran 6. Lanjutan 
Hasil sidik ragam polinomial orthogonal diatas menunjukkan bahwa nilai F 
hitung linier berbeda sangat nyata terhadap nilai F hitung 5% dan 1% yaitu sebesar 
76,80, sedangkan F hitung kuadratik tidak berbeda nyata terhadap nilai F hitung 
5% dan 1% yaitu dengan nilai 0,37. Berdasarkan hasil tersebut, langkah 
selanjutnya yaitu menentukan nilai R2 linier dan kuadratiK.  
R2 Linier  = 
JK Linier
JK Linier + JK Acak
 




   = 0,93 
 
R2 Kuadratik  = 
JK Kuadratik
JK Kuadratik + JK Acak
 




   = 0,37  
 Hasil perhitungan R2 diatas menunjukkan bahwa nilai R2 linier lebih besar 
dibandingkan dengan nilai R2 kuadratik, yaitu sebesar 0.93. Berdasarkan hasil 
tersebut, maka arah laju kurva yang digunakan adalah kurva linier. Langkah 
selanjutnya yaitu mencari persamaan regresi linier.  
Dosis yang digunakan tiap perlakuan dijadikan sebagai sumbu x 
sedangkan data kerusakan fusi dijadikan sebagi sumbu y, sehingga akan 
didapatkan garis linier pada grafiK.   
Perlakuan X Y XY X2 
A1 14 2,20 30,80 196 
A2 14 2,40 33,60 196 
A3 14 2,60 36,40 196 
B1 24 1,60 38,40 576 
B2 24 1,60 38,40 576 
B3 24 1,80 43,20 576 
C1 34 1,40 47,60 1156 
C2 34 1,40 47,60 1156 
C3 34 1,20 40,80 1156 




Lampiran 6. Lanjutan 
Hubungan dosis ekstrak K. alvarezii terhadap kerusakan fusi lamella pada 
insang ikan mas yang terinfeksi bakteri  A. salmonicida dengan menghitung nilai 
b0 dan b1. 
Perhitungan nilai b0 dan b1 sebagai berikut :  
b1 = 
(∑ xy)−( 
















 = 3,08 
 Berdasarkan perhitungan b0 dan b1, maka didapatkan persamaan linier 
sebagai berikut : y = 3,08-0,5333x. Adapun grafik hubungan antara dosis ekstrak 









































Lampiran 7. Data Kelulushidupan Ikan Mas 
• Data Nilai Kelulushidupan Ikan Mas (C. carpio) 
Perlakuan Ulangan 
Ikan Awal Ikan Akhir Kelulushidupan Rata-rata 
(%)±Stdev Penelitian Penelitian (%) 
A (14 ppm)  
1 8 4 50 
45,83±7,22 2 8 3 37,5 
3 8 4 50 
B (24 ppm)  
1 8 5 62,5 
58,33±7,22 2 8 5 62,5 
3 8 4 50 
C (34 ppm)  
1 8 6 75 
79,17±7,22 2 8 7 87,5 
3 8 6 75 
K (+) 
1 8 7 87,5 
91,67±7,22 2 8 7 87,5 
3 8 8 100 
K (-) 
1 8 3 37,5 
33,33±7,22 2 8 3 37,5 
3 8 2 25 
 





±Stdev 1 2 3 
A (12 ppm) 44,98 37,75 44,98 127,71 42,57±4,18 
B (22 ppm) 52,22 52,22 44,98 149,42 49,81±4,18 
C (32 ppm) 59,98 69,27 59,98 189,22 63,07±5,36 
K (+) 69,27 69,27 89,96 228,50 76,17±11,95 
K (-) 37,75 37,75 29,99 105,48 35,16±4,48 
 
• Analisa ANOVA 







6812.500 4 1703.125 32.700 .000 
Within Groups 520.833 10 52.083   
Total 7333.333 14    
 
• Test of Homogeneity of Variances 
Levene 
Statistic 
df1 df2 Sig. 





Lampiran 7. Lanjutan 





Subset for alpha = 0.05 
 1 2 3 
Duncana 
K(-) 3    33.333   
A 3 45.833 45.833  
B 3  58.333  
C 3   79.167 
K(+) 3   91.667 
Sig.  .060 .060 .060 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
• Uji Polynomial Orthogonal 
Perlakuan Total (Ti) 
Perbandingan 
(Ci)   
Linier Kuadratik 
A 127,71 -1 1 
B 149,42 0 -2 
C 189,22 1 1 
Q=S(Ci*Ti)   61,51 18,09 
S Ci²   2 6 
KR = S (Ci²)*r   6 18 
JK Regresi   630,56 18,19 
Total JK 
regresi   648,75   
 
• Sidik Ragam Polinomial Orthogonal 
Sumber Keragaman DB JK KT FH F 5% F 1% 
Perlakuan 2 648,75         
Linier 1 630,56 630,56 29,71 5,14 10,92 
Kuadratik 1 18,19 18,19 0,86 5,14 10,92 
Acak 6 127,36 21,23       
Total 8 776,12         
 
R² Linier 0,83 







Lampiran 7. Lanjutan 
Hasil sidik ragam polinomial orthogonal diatas menunjukkan bahwa nilai F 
hitung linier berbeda sangat nyata terhadap nilai F hitung 5% dan 1% yaitu sebesar 
29,71, sedangkan F hitung kuadratik tidak berbeda nyata terhadap nilai F hitung 
5% dan 1% yaitu dengan nilai 0,86. Berdasarkan hasil tersebut, langkah 
selanjutnya yaitu menentukan nilai R2 linier dan kuadratik. 
R2 Linier  = 
JK Linier
JK Linier + JK Acak
 




   = 0,83 
R2 Kuadratik  = 
JK Kuadratik
JK Kuadratik + JK Acak
 




   = 0,12 
 Hasil perhitungan R2 diatas menunjukkan bahwa nilai R2 linier lebih besar 
dibandingkan dengan nilai R2 kuadratik, yaitu sebesar 0.83. Berdasarkan hasil 
tersebut, maka arah laju kurva yang digunakan adalah kurva linier. Langkah 
selanjutnya yaitu mencari persamaan regresi linier.  
Dosis yang digunakan tiap perlakuan dijadikan sebagai sumbu x 
sedangkan data SR dijadikan sebagi sumbu y, sehingga akan didapatkan garis 
linier pada grafik.  
Perlakuan X Y XY X2 
A1 12 44,98 539,78 144 
A2 12 37,75 452,95 144 
A3 12 44,98 539,78 144 
B1 22 52,22 1148,79 484 
B2 22 52,22 1148,79 484 
B3 22 44,98 989,60 484 
C1 32 59,98 1919,23 1024 
C2 32 69,27 2216,55 1024 
C3 32 59,98 1919,23 1024 





Lampiran 7. Lanjutan 
Hubungan dosis ekstrak K.alvarezii terhadap SR pada ikan mas yang 
terinfeksi bakteri  A.salmonicida dengan menghitung nilai b0 dan b1. 
Perhitungan nilai b0 dan b1 sebagai berikut :  
b1 = 
(∑ xy)−( 
















 = 29,263 
 Berdasarkan perhitungan b0 dan b1, maka didapatkan persamaan linier 
sebagai berikut : y = y = 29,263+1,0252x. Adapun grafik hubungan antara dosis 






Lampiran 8. Kualitas Air selama Masa Pemeliharaan 
















Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore 
A1 (14 ppm) 25.5 26.8 25.4 26.4 25.6 26.2 25.5 26.8 25.8 26.3 25.5 25.1 25.8 25.6 
A2 (14 ppm) 25.5 26.8 25.4 26.1 25.7 26.2 25.4 26.7 25.8 26.5 25.5 25.1 25.8 25.5 
A3 (14 ppm) 25.5 26.6 25.4 26.3 25.7 26.3 25.4 26.3 25.8 26.4 25.5 25.1 25.8 25.6 
B1 (24 ppm) 25.6 26.8 25.5 26.9 25.7 26.8 25.4 26.7 25.8 26.9 25.6 25.2 25.9 25.7 
B2 (24 ppm) 25.5 26.5 25.4 26.4 25.7 26.8 25.3 26.6 25.8 26.4 25.6 25 25.9 25.6 
B3 (24 ppm) 25.5 26.5 25.4 26.3 25.7 26.3 25.3 26.5 25.8 26.5 25.6 25.1 25.7 25.6 
C1 (34 ppm) 25.6 26.5 25.4 26.8 25.7 26.9 25.4 26.4 25.8 26.9 25.6 25.3 25.9 25.7 
C2 (34 ppm) 25.6 26.5 25.5 26.2 25.7 26.1 25.5 26.3 25.8 26.3 25.6 25.2 25.9 25.7 
C3 (34 ppm) 25.4 26.5 25.4 26.4 25.7 26.4 25.4 26.6 25.8 26.3 25.5 25.1 25.8 25.6 
K1 (+) 25.5 26.5 25.3 26.4 25.6 26.2 25.3 26.8 25.8 26.5 25.7 25 25.9 25.6 
K2 (+) 25.4 26.6 25.4 26.2 25.7 26.1 25.3 26.7 25.8 26.2 25.6 25.1 25.7 25.6 
K3 (+) 25.5 26.7 25.2 26.9 25.7 26.7 25.3 26.7 25.8 26.9 25.6 25.1 25.8 25.6 
K1 (-) 25.4 26.6 25.4 26.8 25.6 26.7 25.3 26.9 25.8 26.9 25.7 25.1 25.7 25.6 
K2 (-) 25.6 26.5 25.5 26.9 25.4 26.9 25.5 26.6 25.8 26.9 25.5 25 25.9 25.6 
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Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore 
A1 (14 ppm) 7.99 7.57 7.9 7.9 7.78 7.98 7.5 7.95 8.13 7.92 7.89 7.95 7.85 7.78 
A2 (14 ppm) 7.8 7.49 7.34 7.76 7.54 7.84 7.51 7.89 7.73 7.77 7.56 7.83 7.78 7.89 
A3 (14 ppm) 7.55 7.55 7.57 7.85 7.9 7.92 7.36 7.97 7.98 7.95 7.77 7.98 7.86 8.11 
B1 (24 ppm) 8.04 7.72 7.45 8.07 7.67 7.56 7.85 8.06 8.07 7.96 7.76 8.05 7.97 7.57 
B2 (24 ppm) 7.25 7.5 7.47 8.03 7.59 7.94 7.52 7.98 7.72 7.78 7.8 8.03 7.9 8.08 
B3 (24 ppm) 8.05 7.63 7.67 7.92 7.57 7.99 7.72 8.07 7.99 7.94 7.95 8.02 7.94 7.89 
C1 (34 ppm) 7.88 7.65 7.89 7.86 7.89 8.01 7.74 7.92 8.01 7.88 7.91 7.8 7.85 7.93 
C2 (34 ppm) 7.98 7.75 7.9 7.86 7.88 7.97 7.7 7.93 7.97 7.9 7.89 7.91 7.89 7.87 
C3 (34 ppm) 7.05 7.67 7.46 7.97 7.66 8.06 7.68 7.67 8.07 7.85 7.46 7.99 7.87 7.92 
K1 (+) 8.1 7.77 7.89 8.02 7.75 7.78 7.81 8.17 8.01 8.03 7.78 8.01 7.97 7.59 
K2 (+) 7.55 7.56 7.89 7.94 7.46 7.55 7.87 7.56 7.66 7.85 7.96 7.68 7.87 7.89 
K3 (+) 7.9 7.69 7.67 8.06 7.77 7.62 7.77 7.34 7.67 7.93 7.99 8.04 7.96 7.89 
K1 (-) 7.54 7.57 7.56 8.02 7.98 8.04 7.44 7.65 7.93 7.98 7.56 7.94 7.05 7.95 
K2 (-) 7.99 7.65 7.43 7.94 7.67 8.01 7.62 8.02 7.89 7.92 7.98 7.86 7.83 7.79 
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Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore Pagi Sore 
A1 (14 ppm) 5.23 5.58 5.34 6.04 5.23 5.06 5.55 5.56 5.9 5.34 5.49 5.06 5.34 5.06 
A2 (14 ppm) 5.35 5.56 5.57 5.89 5.67 6.23 5.58 5.05 5.57 5.56 5.56 5.9 5.58 5.58 
A3 (14 ppm) 5.49 5.34 6.45 5.45 5.45 5.36 5.67 5.05 5.49 5.34 5.23 5.78 5 5.65 
B1 (24 ppm) 5.57 5.55 5.44 6.23 6.64 5.34 5.9 5.89 5.55 5.55 5.55 5.45 5.9 5.9 
B2 (24 ppm) 5.56 5.67 5.34 5.58 5.78 5.57 5.89 6.64 6.23 6.23 5.05 5.57 5.34 5.57 
B3 (24 ppm) 5.78 5.59 5.35 5.65 5.49 5.06 6.02 5.89 5.76 5.59 5.59 5.35 6.02 6.02 
C1 (34 ppm) 6.45 5.06 5.49 5.36 5.67 5.05 5.78 5.65 5.23 5.06 5.06 5.49 5.78 5.78 
C2 (34 ppm) 6.02 5.23 5.27 5.89 5.35 5.59 6.04 6 5.78 5.23 5.23 6.23 6.04 6.04 
C3 (34 ppm) 6.11 5.05 5.67 5.78 5.45 5.34 6.45 5.36 5.37 5.05 5.05 6.04 6.45 6.45 
K1 (+) 5.34 5.66 5.55 5.57 5.37 5.9 5.76 5.44 5.89 5.89 5.06 5.9 5.34 5.9 
K2 (+) 5.34 5.53 5.05 6.11 5.45 5.45 5.54 5.67 5.36 5.36 5.23 5.45 5.34 6.45 
K3 (+) 5.55 5.55 5.34 5.9 5.23 6 5.78 5.45 5.78 5.78 5.59 6 5.34 6.11 
K1 (-) 5.34 5.57 5.06 5.06 5.33 5.23 5.34 5.59 5.34 5.66 5.35 5.4 5.57 5.57 
K2 (-) 5.05 5.09 5.06 6.45 5.05 5.78 5.66 5.49 5.65 5.65 5.44 5.78 5.34 5.78 
K3 (-) 5.59 5.67 5.23 6.02 5.59 6.04 5.34 5.27 6 6 5.67 6.04 5.34 6.04 
 
